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I. Uber das Kisenporphyratin aus Hafer und Hefe. 
(IV. Mitteilung.) 


II. Uber die Umwandlung des Hamatoporphyrins in 
Hamaterinsadure und die ,umkehrbare“ Seitenkettenreaktion 
des Hamatins. 

(II. Mitteilung.) 

(Nach gemeinsam mit Dr. E, Mertens ausgefiihrten Untersuchungen.) 
Von 
0. Schumm. 


(Aus C.im Tf sysiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
4 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1927,) 


I. 


In den vorhergehenden Mitteilungen !) konnte gezeigt werden, 
daB sich sowohl unter Anwendung von Hoppe-Seylers Himatin- 
darstellungsmethode (Behandlung mit Kisessig—Ather *)), als auch 
nach Verfassers Kisessig-Chloroformmethode aus reinstem Hafer- 
samen ein HKisenporphyratin gewinnen liBt*), das nach Ab- 
spaltung des Kisens (mit Hydrazin—Kisessig) das spektrochemische 
—  Verhalten der Himaterinsiiure, des ,,eisenfreien Himatins“, zeigt. 
Verfasser bediente sich hierbei der von ihm am ,a«-Himato- 
porphyroidin “*) aufgefundenen spektrochemischen Reaktionen, 
die spiter von A. Papendieck in genauer Ubereinstimmung 
an analysenreiner Himaterinsiure festgestellt sind.®) — 


1) Diese Zs. Bd. 154, S. 171 (1926); Bd. 158, S. 77 (1926). 

2) Vgl. hierzu die Bemerkung iiber Ather auf der letzten Seite der 
Abhandlung. 

8) Am Riickstand des Eisessig-Atherauszugs von nur ungefihr 
0,2 ¢ Haferflocken lieS sich das Eisenporphyratin schon spektrochemisch 
(durch das Pyridin-Himochromogenspektrum) nachweisen. 

*) Diese Zs. Bd. 139, S. 235 (1924). 

*) A. Papendieck u. K. Bonath, Uber Porphyrine aus Blutfarb- 
stoff, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925), ferner A. Papendieck, Uber Por- 
phyrine aus Blutfarbstoff, III., Diese Zs. Bd. 150, S. 261 (1925). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXX., 1 
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9 O. Schumm, 


Wenngleich einzelne dieser Reaktionen (z. B. das dreistreifige 
Spektrum der Lésung in n/10-Kalilauge) bislang ausschlief- 
lich von Haimaterinsiure erhalten werden konnten und in ihrer 
Kigenart als Ausdruck fiir den Bau der ungesittigten Seiten- 
ketten anzusehen sind, so blieb Verfasser wegen der groBen 
Bedeutung der Frage, ob das pflanzliche Kisenporphyratin 
mit dem Hiimatin aus Blut identisch ist, doch bemiiht, das 
enteisente pflanzliche Porphyratin sowohl durch die bekannten 
chemischen Identifizierungsverfahren(Klementaranalyse, Schmelz- 
punktbestimmung der Ester, Bestimmung der Anzahl Carboxy!- 
gruppen, Feststellung des Verhaltens bei der Hydrierung), als 
auch durch Feststellung des Verhaltens bei der kiirzlich von 
ihm beschriebenen ,,reversiblen“ Seitenkettenreaktion (,,Umkehr- 
reaktion“') genauer zu erforschen. 

Das aus dem Haferporphyratin bei der Enteisenung mit 
Hydrazin—Eisessig gewonnene Porphyrin hat nun auch bei den 
aufgezahlten chemischen Proben keinerlei Unterschied gegen- 
iiber der Hamaterinséure erkennen lassen. 

Durch die Untersuchung ist der Beweis erbracht, 
daB die héheren Pflanzen ebenso wie tierische Orga- 
nismen synthetisch ein Haimatin bilden, das alle be- 
kannten HKigenschaften des tierischen Himatins hat. 

Auch die Hefen synthetisieren?) ein Eisenporpnoy- 
ratin, dessen Bau nach Verfassers Feststellungen®) im 





1) Die Umkehrreaktion besteht in der Umwandlung des o-Hima 
tins in ein Derivat des Himatoporphyrin-Nencki durch stundenlanges 
Kochen mit einer reichlichen Menge 1°/, HCl enthaltenden Methy]- 
alkohols am RiickfluBkiihler und Enteisenen des abgeschiedenen Re- 
aktionsproduktes mit Hydrazin—Lisessig, Riickverwandlung in Himaterin- 
siiure durch lingeres Kochen mit 25°/, iger Salzsaure usw. (vgl. auch S. 6). 

*) Die Beweise hierfiir sind in der Abhandlung in Bd. 154, 8. 177fi. 
(1926) vom Verfasser erbracht. 

*) H. Fischer u. J. Hilger fanden seinerzeit bei der ,,Pyridin- 
probe an zwei mit Eisessig—Ather bzw. Eisessig hergestellten Extrakten 
aus Brauereihefe, die ihrer Ansicht nach mit tierischem Material ver- 
unreinigt war, die nicht fiir Himatin beweisenden Werte I. 555.7, 
II. 523,1 (bzw. I. 555.9) Zahlen, die z. B. denen des §-Phyllohiimins von 
Marchlewski fast ebenso nahe liegen, wie denen des Hiimatins (I. 557,3 
Il. 527,0). 
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1. Uber das Eisenporphyratin aus Hafer und Hefe. 3 


wesentlichen mit dem des Himatins iibereinstimmen 
muB; denn es gibt dasselbe Eisessigspektrum wie 
a-Himatin, gibt die oben erwihnte , Umkehrreaktion“ 
des Haimatins und beim Enteisenen mit Hydrazin— 
Kisessig ein Porphyrin, das sich spektrochemisch wie 
Himaterinsaiure verhalt.}) 


Erlauterung der Versuche. 

Zur Gewinnung der fiir die neuen Feststellungen erforder- 
lichen Mengen Rohporphyratin wurden 6 Zentner Haferflocken?) 
verarbeitet. Da gleichzeitig gepriift werden sollte, ob Hafer 
verschiedener Lieferung bzw. Herkunft vollkommen iiberein- 
stimmende Priparate ergibt, wurde in gréBeren Zeitabstanden 
je 1 Zentner bezogen und frisch verarbeitet. Die so gewonnenen 
Priiparate Hafer—Porphyrin waren in nichts voneinander zu 
unterscheiden. 

Die Ubereinstimmung des eisenfreien pflanzlichen .,Hi- 
matins* mit dem eisenfreien tierischen Himatin ist insgesamt 
an folgenden EKigenschaften erwiesen: 

1, Beide haben die gleichen Léslichkeitsverhaltnisse, in 
ullen angewandten Lésungsmitteln gleiche Farbe, geben voll- 
kommen iibereinstimmende Absorptionsspektren und zeigen bei 
der yon uns fiir das Himatin beschriebenen Absiattigungsprobe 
‘Diese Zs, Bd. 166, S. 1 (1927)] dieselbe Widerstandsfihigkeit. 

2. Die HCl-Verbindungen haben dieselbe Léslichkeitsstute 
gegeniiber reinem Chloroform und dieselbe Krystallform. 

8. Die Athylester’) haben dieselbe Krystallform, den- 

1) Vgl. O.Schumm, Diese Zs. Bd. 149, S. 145 (1925); Bd. 154, 8. 171 
(1926); Bd. 166, S. 1 (1927). 

*) Da ich bei den friiheren Untersuchungen die von der Firma 
Hedrich Mithlenwerke A.-G., Altona, hergestellten Haferflocken als ein 
hervorragend gutes, auBerordentlich sauberes Fabrikat erkannt hatte, 
habe ich fiir die neuen Untersuchungen wieder nur die sog. Hedrich- 
focken benutzt. 

3) Zur Darstellung der Ester kochten wir das Porphyrin nach dem Vor 
gange von W. Kiister mit dem 1°/, HCl enthaltenden Alkohol 15 Minuten 
lang. Die Krystallisierung der Ester fithren wir nach dem von H. Fischer 
zur Krystallisierung des Uroporphyrinmethylesters beschriebenen Ver- 
fahren aus, vgl. Diese Zs. Bd. 95, S. 34 (1915). 


1* 
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selben Schmelzpunkt (Mischschmelzpunktbestimmung ergibt keine : 
Depression!), denselben Stickstoff- und Methoxylgehalt. Auch 
die Methylester haben dieselbe Krystallform und denselben 
Schmelzpunkt. 

4. Beide haben dieselbe ,,Willstatter-Salzsiiurezahl* und 
dieselbe ,,Chloroform - Salzsiiturezahl“.!) Auch die Methylester 
verhalten sich bei der Verteilungsprobe mit Chloroform -Salz- 
siiure*) iibereinstimmend. 

5. Beide Methylester erleiden beim Verseifen mit 5°, iger 
siedender Kalilauge nach dem Ergebnis der spektroskopischen 
und chemischen Priifung dieselbe Umwandlung. 

6. Beide geben dieselbe Eisenkomplexverbindung; die Uber- 
einstimmung zeigt sich sowohl bei den Spektren (in Kisessig, 
hydrazinhaltigem Pyridin und hydrazinhaltiger Kalilauge) und 
der Reaktion mit Benzidin und Wasserstoffperoxyd, als auch + 
im Verhalten gegen Hydrazin—Eisessig und bei Verfassers ,.um- 
kehrbarer“ Seitenkettenreaktion (s. u. IT). 

7. Ihre Kupferkomplexverbindungen geben in Pyridin ge- 
list tibereinstimmende Spektren. 


Belege fiir die neuen Feststellungen. 

1. Salzsiiurezahl, nach Willstiitter an mehreren Priipa-  ? 
raten bestimmt, = etwa 2,0. Analysenreine Himaterinsiure, 
aus Himin nach A. Papendiecks und K. Bonaths Verfahren 
dargestellt, ergab bei gleichlaufend durchgefiihrten Versuchen 
denselben Wert. 

2. Der Methylester*) in reinem Chloroform gelést und mit 
gleichviel 25°/,iger Salzsiiure geschiittelt: der Farbstoff bleibt 
wie bei dem Hiimaterinsiiuremethylester nahezu vollstiindig im 
Chloroform. 

3. Die nach Zaleskis Verfahren dargestellte Hisenkom- 
plexverbindung erfihrt bei stundenlangem Kochen mit 1°, HC! 
enthaltendem Methylalkohol am RiickfluBkiihler eine Umwand-  ' 


') Vgl. O. Schumm, Spektrochemiscbe Analyse natiirlicher orga- 
nischer Farbstoffe, Jena, 1927 bei G. Fischer, 8. 134 und 267. 

» A.a. O. 5S. 2638. 

5) Wegen der Darstellung vgl. die FuBnote auf S. 8. 
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I. Uber das Eisenporphyratin aus Hafer und Hefe. Dd 


lung in den Methylester des Kérpers, der in hydrazinhaltigem 
Pyridin das Spektrum der EKisenkomplexverbindung von Nenckis 
Himatoporphyrin gibt: I. 548,38, II. 518,0. Wird das ent- 
standene Umwandlungsprodukt mit Hydrazin—Kisessig enteisent 
und geniigend lange mit 25°/, iger Salzsiiure oder besser mit 
Kisessig am RiickfluBkiihler gekocht, so wird ein groBer Teil 
in Hamaterinséure zuriickverwandelt. Wird die lochdauer 
richtig gewihlt, so gibt das (bei Anwendung von Hisessig 
gee ebonee nachtraglich mit Kalilauge zu behandelnde 
. 10, FuBnote 2}) Reaktionsprodukt bei der raktionierung 
ane dem Verfahren von Willstitter-Stoll-Mieg (mit Salz- 
saure von 0,1, 0,2, 0,5 und 3,0°/,) den Hauptanteil in der 
Hraktion 3,0°/.. Dieser gibt die Reaktionen der Himaterin- 
saure. 
Methylester des Porphyrins aus dem Eisenporphyratin 
des Hafers: Schmelzp. = 219°, Athylester: Schmelzp. = 213°. 
(zemisch dieses ites tontoxe mit dem Athylester der aus 
Himin dargestellten Himaterinsiure’): Schmelzp. = 213°. 
5. N-Bestimmung am Athylester: 8,92°/, N), berechnet 


1,067, 


nN 


a) 3,965 mg Substanz ergaben 0,310 cem N (756,5mm Hg, 2 
= $83), I. 


b) 3,200 mg Substanz ergaben 0,251 cem N (770 mm Hg, 22°) 
= 9,01 °/, ™ 3 


Athoxylbestimmung am Athylester: 14,31 °/, OC,H,, be- 
rechnet 14,57 °/, 
a) 2,228 mg ‘Subst: unz gaben 1,704 mg AgJ = 14,67 °/, OC,H.. 
b) 2,135 mg Bs ss 1,527 mg AgJ = 13,72 °/, OC,H,. 
1,522 mg AgJ = 14,54 °/, OC,H;. 


e) 2,009 mg 


“4 *5 


Anm. Zu den Wigungen benutzten wir eine von der Firma Kaiser 
und Sievers, Hamburg, gelieferte Mikrowage, die sich uns als sehr zu- 
verlassig erwiesen hat. 


‘) Vai. Diese Zs. Bd. 158, S. 78 (1926); Methylester der aus Hiimin 
dargestellten Himaterinsiiure = 220°. 


Athylester der aus Hiimin dargestellten Hiimaterinsaure = 212,5°. 
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AL. 


Uber die Umwandlung des Hamatoporphyrins in Hamaterin- 
saure und die , umkehrbare“ !) Seitenkettenreaktion des Hamatins. 





Das in der ersten Mitteilung?) beschriebene neue Verfahren ' 
zur Umwandlung des Himatoporphyrin-Nencki in Himaterin- 
siure durch lingeres Kochen mit 25°/,iger Salzsiiure (oder 
Hisessig) ist von uns inzwischen haufig und in gréBerem Um- 
fange angewandt worden. Wir haben die nach diesem Salzsiiure- 
verfahren gewonnene Himaterinsiure in der zuerst von A. Papen- 
dieck beschriebenen Weise aus Chloroform als Hydrochlorid 
analysenrein in Krystallen abgeschieden und wiederum eine! 
genauen Untersuchung unterzogen, wobei die nach dem Ver- 
fahren von A. Papendieck und K. Bonath aus Himin dar- 
gestellte Himaterinsiure als Vergleichspriparat diente. Dic 
Ubereinstimmung war eine so vollkommene, da8 an der Identitiit 
des aus dem Himatoporphyrin gewonnenen Porphyrins mit 
Himaterinsiure nicht gezweifelt werden kann. Auch die Kisen- 
verbindung und der Athylester zeigten bei genauer Durch- 
prifung durchaus das Verhalten von Himatin bzw. dem Hii- 
materinsiureithylester. Demnach ergibt obiges Verfahre. 
in der Tat eine Umkehrung des Ergebnisses der A)- 
sittigungsreaktion. 

Die Umkehrreaktion des Hiamatins umfaBt bei voll- 
standiger Durchfitthrung folgende 4 Abschnitte: 

I. Phase: Umwandlung von Himatin in das Tetramethy!- 
himatohimatin (Himatohimatin = W. Kiisters Bezeichnung 
fiir die Eisenkomplexverbindung des Himatoporphyrins Nencki 
durch stundenlanges Kochen mit 1°/, HCl enthaltendem Methy!- 
alkohol. (Absattigungsreaktion.*)) 


') Umkehrbare Reaktion im weiteren Sinne; die Umkehrung be- 
schriinkt sich auf die erzielten Um wandlungen, wahrend die Reagenzien 
nicht gleich sind: Einerseits ein nur schwach salzsiiurehaltiger Alkohol, 
anderseits starke wibrige Salzsiiure oder Eisessig. | 

2) Diese Zs. Bd. 168, S. 1 (1927). Zur Kenntnis des «-Hiimating, 
des Tetramethylhimatoporphyrins von W. Kiister und des Hiimatopor- 
phyrins von Nencki. 

°) Wegen der Einzelheiten, auch wegen der gleichzeitigen Ent- 
stehung kleiner Mengen Porphyrin vgl. man Diese Zs. Bd. 168, 8. 1 (1927). 








iI. Die Umwandlung des Himatoporphyrins in Himaterinsiure usw. ( 


Il. Phase: Enteisenung obigen Produkts zum Tetramethy!- 
himatoporphyrin durch Behandlung mit Hydrazin—EKisessig. 

III. Phase: Rickbildung zu Himaterinsiure durch ein- 
stiindiges Kochen mit 25°/,iger Salzsiure.?) 

IV. Phase: Eisenung der Hiimaterinsiiure ergibt Hiimatin. 

Man kann die Phasen II und IV auch ausfallen lassen 
und das Produkt der Phase [ ohne weiteres durch langeres 
Kochen mit 25°/,iger Salzsiure in ,,Haimatin“*) zuriick- 
verwandeln. 

Wir bedienen uns der beschriebenen Umkehrreaktion mit 
gutem Erfolge bei der Identifizierung fraglicher Porphyrine, 
die je nach ihren sonstigen Kigenschaften u. a. entweder aut 
ihr Verhalten beim Kochen mit 25°/,iger Salzsiiure oder nach 
der Kisenung auf ihr Verhalten bei der Behandlung nach 
Phase I* geprift werden. 

Die Umkehrreaktion ist sowohl fur Hamatin als auch fur 
das pflanzliche Eisenporphyratin in hohem Grade bezeichnend. 
Wir haben die durch Phase I am Himatin eintretende Um- 
wandlung in mehrfach wiederholten Versuchen auch an der 
nach Zaleskis Verfahren aus der Hafer-Himaterinsiure 
‘is. 0.8. 4) dargestellten Eisenkomplexverbindung regel- 
maBig so glatt durchfithren kénnen, daB sie bei 11/,—-21/, Stunden 
langem Kochen mit etwa 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol 
(abgesehen von Spuren entstandenen Porphyrins) fast quanti- 
tativ in das oben genannte Derivat des Haimatoporphyrin- 
Nencki verwandelt wurde; es gab in hydrazinhaltigem Pyridin 


') Die Umwandlung erfolgt nicht quantitativ. Soll eine méglichst 
wunfangreiche Riickbildung erzielt werden, so muB man das Reaktions 
produkt nach Willstiitters Methode fraktionieren und den dabei ab- 
cetrennten, noch nicht umgewandelten Anteil erneut mit Salzsiiure kochen. 

*) Es ist zu erwiihnen, daB wir neuerdings bei dem Versuche, 
mit kochender Salzsiure vorbehandelte Eisenporphyratine mit 
Hydrazin-Eisessig zu enteisenen, in bestimmten Fillen keinen glatten 
teaktionsverlauf erzielt haben. Mit der Untersuchung dieser Erscheinung, 
die sich besonders auffiillig an dem mit kochender Salzsiure behandelten 
«-Hiimatin (Verdauungshiimatin von Zeyneks) zeigte, sind wir zurzeit 
noch beschiiftigt und hoffen in kurzem Niiheres dariiber mitteilen zu 
ko6nnen. 





} 
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das nahezu einheitliche Spektrum: I. (Hauptstreifen) fast sym- 
metrisch (nur geringer Vorschatten) auf 548,2 (bis 548,6), 
II. (Nebenstreifen) etwa 518,0. (Vgl. oben S. 5). Die iibrigen 
von uns gepriiften Kisenporphyratine, die Kisenkomplexverbindung 
von Mesoporphyrin, Koproporphyrin und Kopratoporphyrin 
zeigen bei der Phase I nicht das spektrochemisch leicht fest- 
stellbare besondere Verhalten des Hiimatins. Kocht man sie 
eine Stunde lang mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol, 
so zeigen sie in hydrazinhaltigem Pyridin unverindert das 
ihnen eigentiimliche Spektrum: Eisenkomplexverbindung von 
Koproporphyrin wie vorher I. 547,38, LI. etwa 517,5, von Meso- 
porphyrin wie vorher |. 546,8, IL. etwa 517,0, von Koprato- 
porphyrin wie vorher I. 544,9, II. etwa 515,5. Die zugehorigen 
3 Porphyrine, Mesoporphyrin, Koproporphyrin und Koprato- 
porphyrin, zeigen, wenn man sie nach Phase III behandelt, 
entsprechend unserer Erwartung keinerlei ahnliches Verhalten 
wie jenes oben unter ,II“ genannte eisenfreie Umwandlungs- 
produkt des Himatins. Am Phyllohamin-§ von L. March- 
lewski, das dem Himatin im allgemeinen 4hnlich erscheint’), 
habe ich die Absattigungsreaktion nicht erhalten kénnen: 
Wurde das Phyllohiamin-8 1—2 Stunden mit 1°/, HCl ent- 
haltendem Methylalkohol am RiickfluBkihler gekocht und in 
bekannter Weise iiber Chloroform abgeschieden, so gab es die 
spektrochemische Reaktion mit hydrazinhaltigem Pyridin noch 
mit demselben Ort der Streifen wie vorher (J. uneinheitlich, 
Min. 552,0, Max. a. 555,5, Max. b. 548,5, II. etwa 523,5\. 
Auch das bei der Enteisenung daraus erhaltene Porphyrin 
lieB, soweit die geringe verfiigbare Menge Material festzustellen 
gestattete, einen Unterschied gegeniiber dem Phylloporphyrin-/, 
der im Sinne einer Konstitutionsinderung gedeutet werden 
kénnte, nicht erkennen. Leider steht mir im Augenblick kein 
Phyllohimin-? mehr zur Verfiigung, so daB ich die erforder- 


') Das Spektrum der schwach essigsiurehaltigen iitherischen Lésung 
des enteisenten Phyllohiimins z. B. stimmt mit dem der dtherischen 
Himaterinsiurelésung nahezu iiberein. Das Priiparat Phyllohimin-§ war 
mir schon vor lingerer Zeit von Herrn Prof. Marchlewski in entgegen- 
kommender Weise zur Verfiigung gestellt worden. 
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liche Nachpriifung obigen einmaligen Versuchs verschieben mubB. 
Die Bestiitigung obigen Ergebnisses wiirde die endgiiltige Fest- 
stellung eines wichtigen Unterschiedes zwischen Hiimatin und 


Phyllohimin-f bedeuten. 


Anmerkungen zur Umkehrreaktion. 

1. Zu Phase I (Absiattigungsreaktion); Erginzung der 
‘riheren Angaben [Bd. 166, S.1 (1927)). Wurde die Salz- 
siure In dem Gemisch mit Methylalkohol durch Bromwasserstoff 
ersetzt, so erfolgte die Absittigung anscheinend langsamer. 
Auch Fluorwasserstoff—Methylalkohol greift bei Siedetemperatur 
das Himatin an. Bei sehr schwachem Fluorwasserstoffgehalt 
des Methylalkohols und Durchfiihrung des Versuchs im Glas- 
kolben war die Beurteilung erschwert. Bei stirkerem Ge- 
halt geniigt zum wirksamen Angriff auf das Himatin mehr- 
maliges Abdampfen mit dem Reagens in einer Platinschale. 

2, Zu Phase Il. Man kann das nach Phase I erhaltene 
Produkt durch laingeres Kochen mit etwa 5°/,iger Kalilauge 
auch verseifen, ehe man es enteisent. ((Vgl. auch Bd. 166, 


3. Zu Phase lll. Zu ibrer Durchtiihrung sind schwache 
waBrige Salzsiurelésungen nicht geeignet; auch durch stunden- 
langes Kochen mit 2'/,°/,iger oder 1/,stiindiges Kochen mit 
,iger Salzsiure erhailt man keine beachtliche Umwandlung; 
bei 10°/, HCl-Gehalt tritt sie deutlich ein. Die bei der oben 
gegebenen Vorschrift (mit 25°/,iger Salzsiure) auch nur all- 
mihlich eintretende Riickverwandlung, der bei geniigend langer 
Kochdauer ein grofer Bruchteil des Priiparats anheimfiallt 
vgl. FuBnote 1 auf 8S. 7), ist leicht zu verfolgen, wenn man an 
Proben die Reaktion mit hydrazinhaltigem Pyridin anstellt. 
Der Hauptstreifen J. liegt um so mehr rotwirts verschoben, 
je mehr in ,,Himatin“ zuriickverwandelt ist. — Die Phase III 
laBt sich nicht nur an dem nach Phase II erhaltenen eisen- 
treien Kérper, sondern auch an der nach Phase I erhaltenen 
Kisenverbindung gut durch vielstiindiges Kochen mit His- 
essig durchfiihren. Wendeten wir das Verfahren auf die nach 
Phase II erhaltene eisenfreie Verbindung an, so erreichten 


/ 


” 
™ 
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wir bei 4—8stiindiger Kochdauer die Umwandlung des griBte: 
Teils. — Die Abtrennung des noch nicht umgewandelten Reste 

von Acetylhimatoporphyrin bietet noch Schwierigkeiten ', 

da dieses eine iihnlich hohe Salzsiurezahl hat wie die Himaterin- 
siure. Immerhin haben wir das bei der Eisessigbehandlung 
erhaltene Reaktionsprodukt in geniigender Reinheit abscheiden 
kénnen, um daran festzustellen, daB es die ungesittigten 
Seitenketten der Hiimaterinsiure besitzen mub. Es ist natiir- 
lich nicht ganz ausgeschlossen, daB die entstandene Hiimaterin- 
siiure bei geniigend langer Kinwirkung des siedenden Kisessigs 
sekundiir noch irgendeine Verinderung erfihrt. — Ahnlich wie 
durch Eisessig haben wir am Produkt der Phase II die Reaktion 
auch durch Kochen mit Essigsiureanhydrid erzielen kénnen, 
ziehen aber Kisessig aus verschiedenen Griinden vor. Unter- 
wirft man der EKisessigkochung die nach Phase I erhaltene 
Kisenverbindung, so hat man gegeniiber der Salzsiiure- 
kochung die Annehmlichkeit, daB man die Fliissigkeit nacl 
dem Abkiithlen ohne weiteres mit Hydrazin—Kisessig zu 
EKnteisenung ansetzen kann, die bei diesen Priparaten jedes- 
mal besonders schnell und glatt vonstatten ging. 


Bemerkung tber das Hamatoporphyrin-Nencki. 


1. Die Phase III der beschriebenen Umkehrreaktion libt 
sich am Hamatoporphyrin-Nencki iiberraschend schnell durc!: 
Kochen mit Kisessig, dem eine passende Menge konzentrierter 
Schwefelsiiure zugesetzt ist, durchfiihren. Schon bei 1°. 
Schwefelsiuregehalt erzielte ich innerhalb '/, Stunde Umwand- 
lung eines bedeutenden Teils, bei hdherem Schwefelsiiuregehalt 
ziemlich vollstiindige Umwandlung. Das Produkt gab in schwach 
essigsiurehaltigem Ather ohne weiteres ziemlich rein das 
Spektrum der Himaterinsiiure. Das giinstigste Verhiiltnis von 


1) Die Abspaltung der Acetylgruppen lift sich anscheinend dure! 
2 Stunden langes Kochen mit etwa 6°/,iger wibriger Kalilauge be 
friedigend durchfiihren, ein Verfahren, das in dieser Ausfiihrungstoru! 
bereits von W. Kiister mit Erfolg angewandt ist. 15 Minuten langes 
Kochen mit alkoholischer Kalilauge scheint sich ebenfalls zu eignen. 
Die Versuche werden noch fortgesetzt. 
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Schwefelsiiure zu Kisessig liegt anscheinend zwischen 1—10 
‘Schwefelsiure) zu 100 (Kisessig); mit seiner genaueren Fest- 
stellung sind wir zurzeit noch beschiiftigt. 

2. a) Wie wir kiirzlich beobachtet haben, wird das Himato- 
porphyrin-Nencki durch Kisessig schon unter Bedingungen, 
wie sie bel praparativen Arbeiten oft vorkommen, so ver- 
indert, daB die Salzsaurezahl betraichtlich erhoéht ist 
und dadurch Schwierigkeiten bei der Trennung von anderen 
Porphyrinen nach Willstatters Methode entstehen kénnen. 
Diese Veriinderung tritt nicht nur bei langerem Erwiarmen 
mit Kisessig auf 50° ein, sondern schon bei erheblich niedrigerer 
Temperatur, sogar bei tagelanger Einwirkung bei Zimmer- 
temperatur. Dab durch einfaches Aufkochen mit Elsessig 
Acetylhamatoporphyrin gebildet wird, ist von Willstiatter in 
Bd. 87 dieser Zs. eingehend beschrieben worden. 

b) Wir haben kiirzlich erhirtet}), dab Lésungen von reineim 
Hamatoporphyrin-Nencki in wiBriger Salzsiure von 25°, HCI- 
(rehalt stets die schon vor langen Jahren von mir festgestellten 
spektrometrischen Werte |. etwa 595,5, Il. etwa 551,5 geben 
und daB, wenn von anderer Seite bedeutend hdhere Werte ge- 
funden worden waren, kein reines Himatoporphyrin-Nencki 
vorgelegen haben kéune. Unser Hinweis darauf, daB rohe 
Priparate Himatoporphyrin-Nencki vielleicht Haimaterin- 
siiure enthalten kénnten, ist nunmehr als berechtigt erwiesen. 
Wir haben in dem nach Nenckis und Siebers Ver- 
tahren gewonnenen rohen Himatoporphyrin einen 
deutlichen Gehalt an Himaterinsiure festgestellt. 
Ks empfiehlt sich demnach, zur Gewinnung reinen Himato- 
porphyrins nach Willstitters Vorgang das rohe Praparat 
mit 0.1°/,iger Salzsiure nach seiner Methode zu fraktionteren. 


Bemerkung tber das Verhalten von Eisenporphyratinen 
gegen essigsaurehaltigen Ather. 
Das Arbeiten mit Himatin und anderen Eisenporphyratinen 
kann erheblich erschwert werden, wenn man gendtigt ist, sie 


') KE. Mertens, Die spektrochemische Reaktion mit Brom als Mitte} 
zur Unterscheidung von Porphyrinen, Diese Zs. Bd. 166, S. 179 (1927). 
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in essigsiurehaltiger iitherischer Lésung zu benutzen. Nach 
unseren in der folgenden Abhandlung niher beschriebenen 
neueren Erfahrungen kann kiiuflicher Ather (Marke D. A.!) die 
Kigenschaft haben, im Gemisch mit Eisessig bei Wasser- 
badwirme Hiimatin und andere Hisenporphyratine in kleinen 
Mengen unter Bildung gelben Farbstoffs schnell zu zersetzen. — 
Wird der Ather nicht vorher noch besonders gereinigt, so 
kann er bei solchen priparativen Arbeiten in bedeutendem 


Ausmabe Hehlergebnisse verursachen. — 


Der Notgemeinschatt der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die mir zur Durchfiihrung der Untersuchungen gewiahrte 


Unterstiitzung. 








Uber das Verhalten des Vitamins A. 


Von 
H. St 


Mit Figuren im Text und auf Tafel I und II 


eudel, 


Aus dem Physioclogischen Institut der Universitat Berlin 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1927. 


Die chemische Untersuchung der Bestandteile der Zellen 
hat sich, seinerzeit angeregt durch die mikroskopische Beob- 
achtung der eigenartigen Unterschiede zwischen Kern und 
Protoplasma, im allgemeinen zu einer niheren Erforschung 
des Zellkernes, speziel! des wasser-, alkohol- und iitherunlis- 
lichen Teiles desselben entwickelt. Diesen Arbeiten verdanken 
wir unsere grofen und wesentlichen Fortschritte in der Er- 
kenntnis der Nucleinsiuren und ihrer Salze mit Kiweibkérpern, 
den sogenannten Nucleoproteiden. 

Nun sind aber diese Kérper, die solange im Vordergrunde 
der Untersuchungen gestanden haben, sicher nicht die einzigen, 
an die die physiologischen Bedingungen eines geregelten Ab- 
laufes der Lebenserscheinungen einer Zelle gekniipft sind. Die 
itherléslichen Substanzen, die unter dem Namen Lipoide zu- 
sammengefabt werden, gewinnen mehr und mehr auch hier an 
Bedeutung. Bekannt ist, daB die Wachstumsfaktoren eng mit 
dieser Kérperklasse (Phosphatiden, Cerebrosiden, Sterinen) ver- 
gesellschaftet sind, deren Lebenswichtigkeit Rubner!?) tber- 
zeugend nachgewiesen hat und iiber die ferner eingehende 
neuere Untersuchungen von Stepp?) vorliegen. Auch Wheeler- 





') Zur Chemie der Lipoide und ihre Beziehung zum Haushalt der 
Zelle, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 39. 

*) Stepp u. Woenkhaus, Untersuchungen zur Frage der anti- 
rachitischen Wirksamkeit der Lipoide, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 111, 
S. 146 (1926). 
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Hill?) erbringt an der Hand eines experimentell einwandirei 
durchgefiihrten Selbstversuches den Nachweis von der Wichtig- 
keit der Lipoidstoffe fiir den Stoffwechsel. 

Wheeler-Hill weist nach, daB ein bei bestimmter Kost 
auf Stickstoffminimum eingestellter Organismus Kérpereiweili 
einschmilzt, falls die Kost restlos von Lipoiden befreit wird, 
daB aber die Kinschmelzung sofort aufhéri und die Bilanz 
positiv wird, d.h. in diesem Falle sich dem M:aimumegleich- 
gewichtszustand wieder nihert, wenn ein reichlich Lipoide ent- 
haltendes Priparat (Wheeler wihlte das Priparat ,,Promonta*, 
das reichlich Gehirnlipoide enthalt) gereicht wurde. 

Stepp fiittert seine Versuchstiere mit einer Rachitiskost, 
die zu den schwersten Stérungen im Knochensystem Veran- 
lassung gab. Wurde mit dem Futter ein Lipoidzusatz aus 
Lecithin, Cephalin, Cerebron und Cholesterin gereicht, ,,so ent- 
wickelten sich die Tiere erstaunlich gut, ihre Lebensdauer be- 
trug ein Vielfaches gegeniiber dem Kontrollversuch und rachi- 
tische Veriinderungen wurden bei keinem einzigen beobachtet. 
Weiter ist im héchsten Grade bemerkenswert und bezeichnend 
fiir die Wirkung des Lipoidzusatzes, daB zwei der mit dem 
Futter grof gezogenen Tiere trachtig wurden und gesunde 
Wiirfe zur Welt bringen, die ihrerseits wieder bei Weiter- 
fiitterung mit der gleichen Nahrung zum 'l'eil wenigstens zu 
einer gewissen Entwicklung gebracht werden kénnen, wenn- 
gleich diese nicht als ganz normal zu bezeichnen ist. Rachitis 
ist auch bei dieser zweiten Generation nicht festzustellen“. 

Stepp scblieBt seine interessante Arbeit mit der An- 
nahme, ,daB die Lipoidzusatze antirachitisches Vitamin ent- 
halten“ und daB dem Cerebron eine besondere Rolle bei der 
Verhinderung der experimentellen Rachitis zukiime, da bei 
dessen Wegfall aus dem Futtergemisch sich die oben er- 
wiihnten schweren Verinderungen wieder einstellten. Die 
Frage, ob die beobachtete Lebenswichtigkeit eine spezifische 
Eigentiimlichkeit der untersuchten Stoffe selbst oder gewisser 
anderer, damit eng verkniipfter, chemisch aber nicht faBbbarer 





1) Klin. Wochenschr. 1926, S. 2018. 
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segleitsubstanzen darstellen, bleibt offen, wird aber von Stepp 
selbst schon erwogen. 

Solche Begleitstoffe oder Vitamine miiBen nun notwendiger- 
weise auch in den Spermien und ganz besonders in den Hiern 
vorhanden sein, zumal bei allen den Tierarten, bei denen die 
Kntwicklung des Embryos auBerhalb des miitterlichen Organis- 
mus in einer Hille vor sich geht, die das wachsende Tier 
gegen die AuBenwelt abschlieBt. Ob auch in den Spermato- 
zoen in gleichem Mafe Vitamine vorkommen, und ob es die 
gleichen sind, die im Ki vorhanden sind, bleibt noch zu unter- 
suchen. 

Die Mengen der &ther- und alkoholléslichen Stoffe sind 
in den in Betracht kommenden Organen gar nicht so unbe- 
eutend. Fiir die Eiterzellen wird von Miescher?) angegeben, 
afi von 100 Teilen trockner Eiterkérperchen 40,8 Teile auf 
das Alkoholextrakt und 59,2 Teile auf den unléslichen Riick- 
stand kommen. In einem anderen Versuch sind die beziig- 
lichen Werte 39,8°/, und 60,2°/,. Fir die reiten Lachssper- 
mien gibt Miescher?) folgende Werte an: In 100 Teilen 
trocknen Samens sind enthalten 14,72 Teile in Ather léslicher 
Stoffe und davon sind 52,46°/, Lecithin und 47,54 °/, Cholesterin 
und Fett. Von den Eiern sind besonders die Hiihnereier *) 
eingehend untersucht. Hier enthailt das KierweiB gar keine 
alkohol- und atherlésliche Substanz, fiir das Eigelb werden 
folgende Zahlen angegeben: 100 Teile frischen Eidotters ent- 
halten 81,4 Teile Atherextrakt und 4,8 Teile Alkoholextrakt. 
Cholesterin ist 1,75g in 100¢ frischen Dotters gefunden. 

Kingehende Untersuchungen iiber den Vitamingehalt eiweib- 
freier Dotterextrakte, die ich gemeinsam mit Dr. Massatsch‘) 
ausgefiihrt habe, lehren, daB dem in schonender Weise ab- 
getrennten Lecithin im Tierversuch gar keine wachstums- 


} 
aU 
a 
Ui 


') Histochemische und physiologische Arbeiten. Vogel, Leipzig 1897, 
Bd. I, 8. 10. 


ns a. O & 6b. 

*) Parke in Hoppe-Seylers med.-chem. Unters. Bd. I, 8.209 (1867). 

*) Steudelu. Massatsch, Halbmonatsschr. f. d. Margarineindustrie 
Nr. 13 (1927). 
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fordernden Kigenschaften zukommt, und da es nicht in der 
Lage ist, die bei avitaminotisch ernihrten Ratten ausgebrochene 
Keratomalacie zu heilen. Demgegeniiber erwiesen sich die 
lecithinfreien und cholesterinreichen Anteile des eiweiBfreien 
Dotterfettes als iiberaus aktiv und wachstumsfo6rdernd und zwa: 
um so mehr, je weniger lecithin- und je mehr cholesterinhaltig 
sie waren. Hine Bestrahlung war zum Auslésen der Wirkung 
nicht notwendig. Arbeiten dariiber, ob der Wachstumsfaktor 
in elnem ihnlichen Abhingigkeitsverhiltais zum Cholesteri: 
steht wie das Ergosterin, oder aber unabhiingig von ersterem 
selbstiindig im Herstellungsverfahren nach Massatsch}?) eine 
dem Sterin ihnliche Anreicherung erfahrt, sind im Gange, 
aber noch nicht abgeschlossen. Stérend macht sich fiir die 
eindeutige Beantwortung der Frage der Umstand bemerkbar, 
daB auch in héchst angereicherten Fraktionen mit 16—18° 

Sterin nach Abtrennung des Lecithins immer noch wesentlich: 
Mengen Dotterfett vorhanden sind, welche die weitere Zer- 
gliederung etwas erschweren. 

Aus diesem Grunde habe ich aut das Gehirn als Rohstofi 
zuriickgegriffen. Gehirn ist fettfrei, aber trotzdem auBerordent- 
lich reich an iither- und alkoholléslichen Lipoidstoffen. Unte: 
den ersteren iiberwiegen bei weitem die Lecithine und ester- 
freies Sterin. Uber den Vitamingehalt des Gehirns findet man 
im allgemeinen nur ganz unbestimmte Angaben, allenfalls den 
Vermerk, dab der Wachstumsfaktor A in nur unbedeutender 
Menge, das B-Vitamin hingegen in etwas reichlicherem Mabe 
darin enthalten wiire, iiber die sonstigen Eigentiimlichkeiten. 
besonders iiber die Verinderlichkeit unter dem EjinfiuB ver- 
schiedener Herstellungsverfahren fehlen entsprechende Hin- 
weise. Eine Nachprifung erschien mir nicht nur mit Riick- 
sicht auf meine eigenen Arbeiten geboten, sondern auch schon 
aus dem Grunde gerechtfertigt, weil dieses Organ seit Ein- 
fiihrung des Priiparates Promonta auch therapeutisch eine be- 
sondere Beachtung gefunden hat. Wie eingangs erwihnt, hat 


') Deutsche Margarinezeitschr. Nr. 18 (1926). 
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Wheeler- Hill bei seinen Arbeiten Lipoidextrakte verwendet, 
die ausschlieBlich aus diesem Praiparat gewonnen waren. 

Die jungen Versuchsratten aus eigener Zucht wurden 
einzeln in Kafigen gehalten und bekamen ein Futter, das nach 
den amerikanischen Autoren zusammengestellt war und weder 
das Vitamin A, noch B enthielt. Als B-haltiges Zufutter er- 
hielten sie tiglich 0,5g mit Alkohol extrahierte Trockenhefe. 
Bekamen sie dann noch 0,5g Butter tiiglich, so wuchsen und 
gediehen sie sehr gut. Statt der Butter wurden im Versuch 
die entsprechenden Praparate gegeben und gepriift. Die Tiere 
wurden alle 5 Tage gewogen, in kritischen Zeiten tiglich. In 
den Kurvenbildern bedeutet die Abszisse die Zeit, die Ordi- 
nate zeigt die Gewichte in Gramm an. 


Verhalten von Frischhirn und Trockenhirn im Tierversuch. 


Vorversuche haben gezeigt, daB die direkte Trocknung 
des Gehirns im Vakuum bei 40° und 15mm Druck eine starke 
Beeintrachtigung des Vitamingehaltes im Trockenprodukt er- 
gibt. Die Veriinderung bezieht sich nicht nur auf die Ge- 
samtsubstanz, sondern auch auf die aus dem Trockengut mit 
Ather und Alkohol gewonnenen verschiedenen Extrakte. Ihr 
Vitaminbestand hat sich im Tierversuch als schwer geschidigt 
herausgestellt. Die Versuchstiere erkrankten an schwerer typi- 
scher Keratomalacie, nahmen an Gewicht ab und gingen bald 
zugrunde. Aus den Kurven Nr.111, 112, 121, 122, 123, 124, 
127, 128 laBt sich dies ohne weiteres entnehmen. 

Im Gegensatz hierzu zeigt Kurve Nr.136, daB normales 
frisches Hirn in Gaben von 5 g nicht nur aufgetretene Kerato- 
malacie heilen kann, sondern daf dessen Verfiitterung auch 
die Gewichtskurve, selbst wihrend der 10 tigigen Heilperiode, 
kriftig ansteigen 14Bt. 

Nach diesen Beobachtungen wurde ein gréeres Quantum 
frischen Gehirns im Luftstrom bei Zimmertemperatur getrocknet, 
indem es auf Glasplatten diinn ausgestrichen, dem Luftstrom 
eines Ventilators ausgesetzt wurde. Durch éfteres Wenden 
gelingt es leicht, das Gehirn in wenigen Stunden trocken zu 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXX. 2 
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erhalten. In dieser Form wurde es den Versuchstieren in 
Tagesmengen von 0,5g als Zusatz verfiittert. Das Ergebnis 
zeigen die Kurven Nr. 170, 171. Das im Luftstrom getrocknete 
Gehirn erwies sich als geniigend vitaminhaltig, um die aut- 
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getretene Keratomalacie in etwa 10 Tagen zum Verschwinden 
zu bringen. Das Wachstum verlauft nach Zulage des luft- 
getrockneten Gehirns befriedigend, wenn auch wihrend der 
Heilperiode die Kurve einen kurzen Stillstand erkennen last, 
der bei dem mit Butter durchgefiihrten Kontrollversuch (Kurve 
Nr. 125) nicht beobachtet wurde. 

Nachdem sich die groBe Empfindlichkeit des Wachstums- 
faktors gegen Wirme in diesen Versuchen herausgestellt hatte, 
schien es mir doch wichtig, das Ergebnis auch an einem Han- 
delspriparat nachzupriifen. Hierfiir wurde das Priparat ,,Pro- 
monta‘*?) gewihlt, das nicht unbetriichtliche Zusiitze von Ge- 
hirnmasse enthalt. Die chemische Untersuchung des Priiparates 
ergab folgende Zahlen: 


Atherextrakt . . . ........ . 10,00 %, 
Phosphorsiure (lipoidléslich P,O,) . . . . 0,202, 
daraus Lecithin (P,O,;x11,08) . . . . . . 2,82 ,, 
Phosphorsiiure an Glycerin gebunden . . . 0,66 


Gesamtcholesterin, nach der Digitonnmethode 0,59 R 


1) Fiir die Uberlassung der fiir die Versuche erforderlichen Mengen 
des Priiparates sage ich der Chemischen Fabrik Promonta G. m. b. H. in 
Hamburg auch hier meinen besten Dank. 
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Der Lipoidanteil ist betriichtlich lecithin- und sterinhaltig. 
Das nach Verseifung des Atherextraktes gewonnene Sterin 
zeigte einen Schmelzpunkt von 138°, und unter dem Mikroskop 
auffallenderweise die bekannten Mischkrystalle von Phytosterin 
uud tierischem Cholesterin. ') 

Da der verwendete Lipoidkomplex pflanzlichen Ursprungs 
phosphor- und phytosterinhaltig ist, so interessierte mich die 
Frage, ob diese Pflanzenlipoide im ‘ierversuch Wirkungen 
zeigen, die im Vorhergehenden fiir die Gehirnlipoide dargelegt 
worden waren. 


Verhalten des Pflanzenlipoidkomplexes im Tierversuch. 


Bei der chemischen Priifung wurden folgende Konstanten 
erhalten: 
Lislichkeit 1:10: in Ather léslich, wenig triibe 
, Petrolither léslich, wenig triibe 
., Chloroform ,,_, . 
Benzol . , blank 
, Alkohol nur teilweise léslich. 


Lipoidphosphor nach dem Siiuregemisch- 


veriahren bestimmt 2,58 -*), 
daraus Lecithin ....... . . 65,55 , 
Gesamtphytosterin . . .... . . 0,668,, 
Verseifungszahl . . . > wet a + Se 
eee a le we eee se & OT 


1!) Beim Vergleich der obigen Analysenwerte mit den friither von 
Schittenhelm (Deutsche med. Wochenschr. 1925, Nr. 17) und Rubner 
‘Klin. Wochenschr. 4. Jahrg. Nr.39 (1926)] veréffentlichten Untersuchungs- 
ergebnisse des Priiparates ,,Promonta’ ist bemerkenswert der erheblich 
héhere Wert fiir Atherextrakt (nach meinen Untersuchungen 10°/,, 
wihrend Schittenhelm 5,65 °/, gefunden hat), obgleich die Lecithin- 
und Cholesterinwerte befriedigend iibereinstimmen. Auf eine diesbeziig- 
liche Riickfrage wurde seitens der Herstellerin dem Institut bestitigt, 
daB das Priparat Promonta seit etwa Jabresfrist einen Zusatz be- 
stimmter Lipoide pflanzlichen Ursprungs erhilt, weil inzwischen be- 
merkenswerterweise die Beobachtung gemacht worden ist, daB diese 
pflanzlichen Lipoide imstande sind, die bei ausschlieBlicher Ernibrung 
von Versuchstieren mit Promonta wegen der nahezu volligen Schlacken- 


freiheit auftretenden Koprostasen zu verhindern. Bei einer Nachpriifung 
2* 


ee ee 


mee ee ween 





i 
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Die Verfiitterung dieses Lipoidkomplexes lieferte die aus 
den Kurven Nr. 314, 315, 348, 344, 358, 359, 859a zu _ ent- 
nehmenden Ergebnisse. In Gaben von 0,5¢g ist das Lipoid 
nicht imstande, die eingetretene Keratomalacie zu_heilen. 
Selbst Dosen von 1g geniigen noch nicht fir ein normales 


Fig. 2. 


Wachstum. Eine lebenswichtige Funktion konnte die Nach- 
priifung dieses Anteiles somit nicht feststellen, es sei denn, 
daB es im Verein mit den iibrigen Bestandteilen durch gegen- 
seitige Beeinflussung zu einer gewissen Wirkung gelangt. Hier- 
iiber konnte nur die Verfiitterung des fertigen Priparates 
,Promonta* AufschluB geben. 


Verhalten von Promonta im Tierversuch. 

Die Verfiitterung wurde als Zusatz zur vitaminfreien Kost 
in Dosen von 2g vergleichsweise mit Butter in Tagesgaben 
von 0,5g durchgefiihrt. Uber die Ergebnisse geben die Kurven 
Nr. 174, 175 AufschluB. Das Wachstum der Tiere verliuft 


Fig. 3. 


dieser Erkliirung konnte ich die angedeutete Wirkung der pflanzlichen 
Lipoide beim Vergleich von Priparaten alter und neuer Zusammensetzung 
im Tierversuch bestiitigen. Sie findet ihre Erkliirung in der leichten 
Emulgierbarkeit der Lipoidstoffe, auf die ich bereits friiher (Halbmonats- 
schrift f. d. Margarineindustrie 1926, Nr. 17) hingewiesen habe. 
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itberraschend gut und iibertrifit bei weitem dasjenige der iibrigen 
Tiere. Beim AbschluB der Versuche nach einer 60 tigigen 
Beobachtungsdauer sind die Tiere dieser Serie den anderen 
um 80—50g voraus, man konnte sie ohne weiteres an ihrem 
ganzen Habitus, ihrer GréfSe und ihrem schénen Pelz er- 
kennen (vgl. Tafel 1, Fig.1 und 2). 

Im Anschlu8 an diese Untersuchungen wurde noch das 
Vorkommen des antirachitischen Faktors in dem Priparat 
Promonta gepriift, deswegen, weil sich aus einer Mitteilung 
von Beumer?) zu ergeben schien, da& dieser Faktor sich in 
Promonta nicht nachweisen liebe. Ks wurden zwei junge Ratten 
im Gewichte von 30—40g auf die Diat von McCollum 31437) 
gesetzt und im Dunkelzimmer gehalten. Vier andere Ratten 
des gleichen Wurfes und vom gleichen Gewicht wie die beiden 
eben beschriebenen Tiere bekamen zu der Rachitisdiit eine 
tigliche Zulage von einer Tablette Promonta im Gewichte von 
etwa 2 g. Nach 5 Wochen waren die beiden ersten Tiere an 
schwerer Rachitis erkrankt — die mit Promontazulage ge- 
fiitterten Tiere waren simtlich gesund geblieben, sie hatten 
sogar wihrend des Versuches noch um rund 30g zugenommen. 
Figur A auf Tafel II zeigt die Aufnahme eines der Rachitistiere: 
an den Epiphysen der Unterschenkel ist die breite Zone der 
mangelhaften Verkalkung sehr deutlich zu sehen; die Knochen 
sind auch im ganzen sehr kalkarm und geben im Réntgenbild 
keine ganz scharfen Konturen. Anders die mit Promonta ge- 
fiitterten Tiere! Fig. B auf Tafel II zeigt eine Aufnahme eines 
solchen Tieres; hier herrschen vollig normale Verhiltnisse. 

Man wird also mit gutem Recht behaupten kénnen, dab 
das antirachitische Vitamin in ausreichendem MaB8e in Pro- 
monta vorhanden ist. 


SchluBergebnisse. 
1. Die Versuche zeigen, dafi der Wachstumsfaktor A, wie 
er im Gehirn vorliegt, gegen Wiirme auferordentlich empfind- 
lich ist, sofern er nicht mit seinen Lipoidadnexen im Fett 





") Klin. Wochenschr. Nr. 17 (1927). 


) 
*) Jl. biol. Chem. Bd. 51, S. 42 (1922). 
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gelést oder aber in einem passenden Aufsaugemittel, wie im 
Priparat Promonta, eingebettet ist. 

2. Pflanzenlipoidstoffe enthalten keine oder nur ganz mini- 
male Mengen von Wachstumsfaktoren. 

3. Dasselbe gilt insbesondere von den abgetrennten Leci- 
thinen, gleichgiltig ob sie pflanzlichen oder tierischen Ur- 
sprungs sind,?) 

4, Kin gewisser Zusammenhang zwischen den Wachstums- 
faktoren und den Sterinen ist unverkennbar; werden letztere 
im Herstellungsverfahren angereichert, so ist auch die Zu- 
nahme der wachstumsférdernden EKigenschaften offensichtlich 
und zwar ohne jede Bestrahlung.?) 

5. Eine giinstige gegenseitige Beeinflussung der verschie- 
denen Lipoidanteile in ihrem biologischen Verhalten, wie sie 
bereits Stepp?) annimmt, scheint sich aus den Versuchen mit 
dem Priparat Promonta zwanglos zu ergeben. Die Wachs- 
tumsfaktoren sind darin, im Vergleichsversuch an Butter ge- 
messen, sehr gut erhalten. Experimentelle Keratomalacie heilt 
nach Promontagaben rasch ab, ein Wachstumsstillstand konnte 
wiihrend der Heilperiode nicht beobachtet werden. 


1) Vgl. dazu Steudel u. Massatsch, Halbmonatsschrift fiir die 
Margarineindustrie Nr. 13 (1927). 
*) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 111, 8. 168 (1926). 





Garungs- und Phosphorylierungversuche an Zucker- 
anhydriden. 


Von 


Alfred Gottsehalk. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Stidtischen Krankenhauses Stettin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1927.) 


Die Zuckeranhydride, denen die allgemeine Zusammen- 
setzung C,(H,O),_, zukommt und deren Kenntnis auf Gélis 
(1860) zuriickgeht, sind in neuerer Zeit insbesondere von Pictet 
einer eingehenden Untersuchung unterzogen worden. Nachdem 
Pictet durch Anwendung des Vakuums bei der Réstung yon 
Zuckern die Darstellung dieser K6érper wesentlich verbessert 
hatte, stellte er eine groBe Reihe dieser gut krystallisierenden 
Gebilde dar, ermittelte ihre Konstitution und zeigte ihre Be- 
deutung fiir die Kohlenhydratchemie. So konnte aus der Be- 
ziehung des «-Glucosans zur @-Glucose, des Laevoglucosans 
zur §-Glucose ein neuer Beweis fiir die Richtigkeit der von 
Tanret (1895) angenommenen sterischen Lagerung des gluco- 
sidischen Hydroxyls zum Rest des Zuckermolekiiles in den 
beiden Modifikationen (a, 8) der Glucose erbracht werden 3), 
und die glatte Uberfithrbarkeit von Cellulose in Laevoglucosan 
lie8 auf das Vorhandensein von #-glucosidischen Bindungen 
in der Cellulose schlieBen.?) 

Uber das Verhalten des «-Glucosans zu Hefe liegt nur 
eine Angabe vor. Gélis*) beschreibt das von ihm bei der Er- 


hitzung von Traubenzucker auf 170° unter anderen Reaktions- 


1) A. Pietet, Helv. Chim. Acta Bd. 3, S. 649 (1920). 
*) A. Piectet u. J. Sarasin, Helv. Chim. Acta Bd. 1, S. 87 (1918). 
*) M. A. Gélis, C. R. Bd. 51, S. 331 (1860). 
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produkten erhaltene amorphe Glucosan als unvergirbar. Da | 
erst seit Pictet!) die Méglichkeit der Gewin- 
nung von «¢-Glucosan in kristallinischer Form 


H—C 























Yo (Schmelzp. 108—109°; [a], = + 69,4°) besteht, 
H—C i. haben wir die Vergiirbarkeit dieser aufer- , 
OH—C—H ordentlich reaktionsfihigen, Fehlingsche 
. i Mischung bereits bei 40—50° reduzierenden 
be - Anhydroglucose, der die nebenstehende Kon- 
H--C--OH figuration zukommt, erneut gepriift. Das Er- 
CH,OH gebnis der Versuche ist in den Tabellen I bis , 
a-Glueosan. III zusammengestellt. 
Tabelle I. 
Ansatz: 0,1 g KH. 
4 
5,0 cem Wasser. 
0,7 g frische Hefe 
im EKudiometerrohr bei 37°. 
An- Zugefiigtes ecm CO, vach Minuten bzw. Stunden 
gewandte KH ) . 
Hefe 15’| 20’) 25’) 30’| 85’| 40’| 45’| 60’) 2% | 245 
ee ee ¥) i a i i i 
2 a-Glucosan |— | 8,2|11,1 13,0) — 14,9 | — 16,8 20,2 | 24,2 
= d-Glucose |— | 6,2] 9,3 11,5;— (14,8) — /17,6 22,1 | 25,7 
fee | | | 
m a-Glucosan | 5,4] 9,8 |13,5 16,8) — |19,4 — (21,0 22,7 25,2 
© d-Glucose | 3,9] 7,7|11,2 14,4) — |19,6 — (/21,6 (28,1) 25,5 
oe ) | | | | 
= a-Glucosan |— | 3,2| 5,9 7,7 10,7 12,6 — |17,8 20,3 | 22,8 
~ d-Glucose |— | 1,5] 3,3) 6,5) 9,1/11,8 — /18,8 /21,3 | 23,4 
7 | ] } | i 
5 a-Glucosan | 9,2|13,6 [16,2 17,7, — |— 19,6 20,6 |22,2 | 24,3 
d-Glucose | 7,6 /11,5|15,1 17,4) — | —- 20,0 /21,3 23,1 | 24,9 
; | | | | 
& a-Glucosan | 3,1] 7,4/11,0 14,3 16,9|— 19,2 /19,9 21,7 | 25,8 
ee d-Glucose | 2,7! 6,6/10,6 13,9 /17,3| — 20,7 22,5 |24,2 | 27,3 
aye ae loo a | 
2 a-Glucosan | 3,9} — |11,4;— |19,2)— 20,5 <espe hanaed boone 
© d-Glucose |3,3!— |10,2;/— |18,7)/ — 21,6 |22,9 |24,3 | 25,9 























1) A. Pictet u. P.Castan, Helv. Chim. Acta Bd. 3, 8.645 (1920); 
M. Cramer u. E. H. Cox, ebenda Bd. 5, S. 884 (1922), 
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IX 
or 


Tabelle II. 
Ansatz: 0,1 g KH. 


5,0 ccm Mazerationssaft aus untergiiriger Trockenhefe. 
0,05 cem Toluol 


im Eudiometerrohr bei 37°. 








Zugefiigtes ecm CQO, nach Stunden 

KH | | annie’ 

9 h | 4h | 16 h 24 h 

— : 2 2,4 
a-Glucosan 10,4 13,2 16,5 17,3 
d-Glucose 8,1 12,0 16,7 17,9 
a-Glucosan | 19,2 | 
d-Glucose 20,7 | 





Tabelle III. | 
Ansatz: 0,1 g KH. 
5,0 eem Wasser. 
0,5 g Co-Zymase-arme bzw. Co-Zymase-freie Trocken- 
unterhefe. 
0,05 eem Toluol 
im Eudiometerrohr bei 37°. 





; ; 
‘ " eem CQ, nach Stunden 
ZLugefiigtes 


Angewandte Hefe KH 





12 gh | gh 4h 65 94h 


64 | 7,4 | 9,5 | 10,6 


Co-Zymase-arme a-Glucosan | 2,1 | 4,3 
d-Glucose 1,3 | 2,9 | 5,4 | 68 | 86 | 10,0 


Trockenunterhefe 











Co-Zymase-frei | 
T = : a-Glucosan —_— > — | — — | 0.4 
rockenunterhefe 
d-Glucose - fp -— — 0,5 
(ausgewaschen) | | 


Aus Tab.I und II ist ersichtlich, daB «-Glucosan sowohl 
durch frische untergiirige und obergirige Hefe als auch durch 
Mazerationssaft aus Trockenunterhefe glatt vergoren wird. 
Weiterhin lehrt der Vergleich mit den stets als Kontrolle an- 
gesetzten T'raubenzuckergiirversuchen, dab «-Glucosan mit einer 
gréBeren Anfangsgeschwindigkeit von Hefe vergoren wird als 
Gleichgewichtsglucose. Herr Prof. A. Pictet, der die Freund- 
lichkeit hatte, den obigen Befund an einem anderen «-Gluco- 


stent a NAD 1 ON EGE AION ND 


hr 
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sanpriiparat!) nachzupriifen, bestatigte mir das Ergebnis. Der 
negative Befund von Gélis diirfte wohl darauf zuriickzufithren 
sein, daB dieser Autor «-Glucosan nur in sehr unreinem Zu- 
stande in Hinden gehabt hat. Besondere Beachtung verdient 
die im Vergleich zur «, 8-Glucose (Gleichgewichtsglucose) 
schnellere Anfangsgérung des «-Glucosans. Diese Tatsache 
demonstriert zuniichst in Ubereinstimmung mit friiheren Be- 
funden von Willstitter und Sobotka?*) die besondere EHin- 
stellung der Hefefermente auf die Reihe der «-konfigurierten 
Zucker, und weiterhin riickt sie das «-Glucosan in den Kreis 
des biochemischen Interesses. Die schnelle Angirung des 
a-Glucosans ist Ausdruck dafiir, daf dieser Kérper mit grober 
(seschwindigkeit in jene labile Glucosemodifikation iibergeht, 
die nach vorheriger Phosphorylierung der endgiiltigen Desmo- 
lyse anheimfallt. 
Tabelle LY. 
Ansatz: 0,90 g KH,PO,. 

0,50 g NaHCO,. 

42,0 ecm Wasser. 

2,0 g a-Glucosan. 

5,0 g untergiirige Trockenhefe. 

2,0 eem Toluol 

bei 37°. 

















Angewandte Zeit der Mg,P,0, P,O, 
Hefe Entnahme (in 5 eem Ansatz)| (in 5 eem Ansatz) 
Troe! ( Versuchsbeginn 77,4 mg 49,4 mg 
roc .Cn- “4 j x 1 ¥ 
. ‘ Nach 2'/, Stdn. 9,8 6,2 
unterhete iboxr ra ™ 
\} Nach 5 Stdn. 18,5 11,8 
Ausgewaschene (| Versuchsbeginn 75,8 48,3 
Trockenunter- {| Nach 8 Stdn. 76,7 48,9 
hefe | Nach 6 Stdn. 77,1 49,2 


Tab. IV zeigt, daB @-Glucosan ebenso wie die iibrigen 
girfihigen Zucker in Gegenwart von Phosphat durch Trocken- 


1) Fiir die bereitwillige Uberlassung von Glucosanpriiparaten bin 
ich Herrn Prof. A. Pietet (Genf) zu aufrichtigem Danke verpflichtet. 

2 R. Willstitter u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 123, §. 164 
(1922). 
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hefe in einen Zuckerphosphorsiureester tibergefiihrt wird. Dem- 


nach wird auch die Vergirung der Anhydroglucose durch eine 
Phosphorylierung eingeleitet. Diese Beladung mit Phosphor- 
siure ist an die Anwesenheit von Co-Zymase gekniipft; aus- 


gewaschene Trockenhefe vermag weder «-Glucosan zu ver- 
estern noch zu vergiiren (vgl. hierzu Tab. III u. IV). 

Ganz andersartig liegen die Verhiltnisse bei der laevo- 
eyren Anhydroglucose, dem bei der Destillation von Cellulose, 


Stirke?), 8-Glucosiden ?) und 8-Glucose’*) unter 
vermindertem Druck gebildeten Laevogluco- 
san, das Pictet +) als 1,6-Anhydroglucose er- 
kannt hat. Bereits dieser Autor ermittelte die 
Unvergiirbarkeit des Laevoglucosans durch 
frische Hefe. Diese Angabe konnte vollauf be- 
stitigt und dahin erweitert werden, daB auch 
Hefemazerationssaft, den wir zwecks Aus- 
schaltung etwaiger Permeabilitatsschwierig- 
keiten anwandten, die 1,6-Anhydroglucose 
nicht angreift (Tab. V). 
Tabelle Y. 


Ansatz: 0,1 g KH. 


—C—H 
H—C—OH 
O 
| OH--C—H 
O 
| | 


—: 


Laevoglucosan. 


5,0 ecm Mazerationssaft aus untergiiriger Trockenhefe. 


0,05 em Toluol 


im Eudiometerrohr bei 37°. 








, - ecm CO, 

Zugetiigtes KH ua 

nach 24" 
oe 1,8 
Laevoglucosan , 2,9 
d-Gluecose . . . . 18,2 
— 254 
Laevoglucosan 3,9 
d-Glucose . . oe 19,4 


) A. Pictet u. J. Sarasin, a.a.O.; C. R. Bd. 166, S. 38 (1918). 
*) G. Tanret, Bull. Soc. chim. France Bd. il, 8S. 949 (1894); 
E. Vongerichten u. Fr. Miiller, Chem. Ber. Bd. 39, S. 241 (19086). 
*) P. Karrer, Hely. Chim. Acta Bd. 3, 8. 258 (1920). 
*) A. Pietet u.M. Cramer, Helv. Chim. Acta Bd.3, 8.640 (1920); 
A. Pietet, a. a. O. 
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Tabelle VL. 


Ansatz: 0,90 g KH,PQ,. 
0,50 g NaHCOQ,. 
45,0 cem Kochsaft aus frischer Unterhefe. 
2,0 g Laevoglucosan. 
5,0 g untergiirige Trockenhefe. 
2,0 eem Toluol 








bei 37° 
Zeit der Mg,P,0, P.O; 
Entnahme (in 5 eem Ansatz) | (in 5 cem Ansatz) 
Versuchsbeginn 111,4 mg 71,1 mg 
Nach 3 Stdn. 115,9 13,9 
Nach 6 Stdn. 125,4 80,0 








Hiermit in ursiachlichem Zusammenhange diirfte der 
weiterhin erhobene Befund stehen, daB Laevoglucosan in Gegen- 
wart von Phosphat durch Trockenhefe nicht verestert wird 
(Tab. VI). Am Beispiel der hier untersuchten Anhydroglucosen 
laBt sich besonders deutlich erkennen, daf nicht nur die rium- 
liche Anordnung der H- und OH-Gruppen im Zuckermolekiil, 
sondern auch Lage und Spannweite der Sauerstoffbriicken von 
entscheidender Bedeutung fiir die Angreifbarkeit dieser Kérper 
durch Hefefermente sind. 


SchlieBlich wurde noch ein Polymerisationsprodukt der 


Zuckeranhydride hinsichtlich seines Verhaltens gegeniiber Hefe 
untersucht. <A. und J. Pictet!) haben festgestellt, daB sich 
a-Glucosan und Laevoglucosan beim Erhitzen, besonders leicht 
in Gegenwart von wasserfreiem Chlorzink, polymerisieren. So 
entsteht beim Erhitzen von «-Glucosan mit ZnCl, bei gewohn- 
lichem Druck Tetraglucosan?) (C,H,,0,), + 2H,O, ein amorpher 
Korper, der mit Fehlingscher Mischung selbst in der Hitze 
kaum reagiert. Weder durch frische Hefe noch durch Maze- 
rationssaft aus Trockenhefe wird Tetra-«-glucosan vergoren 
und zwar deshalb nicht, weil die glucosidischen Bindungen 





1) A.u. J. Pictet, C. R. Bd. 173, 8. 158 (1921); Helv. Chim. Acta 
Bd. 4, S. 788 (1921). 

*) Das im Handel befindliche Priparat fiihrt den Namen ,,Sala- 
brose“. 
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dieser Substanz von den Hefefermenten nicht gelést werden 
(Tab. VII und VIII). 


Tabelle VII. 
Ansatz: 0,1 g KH. 
5,0 cem Mazerationssaft aus untergiriger Trocken- 
hefe. 
0,05 eem Toluol 
im Eudiometerrohr bei 37°. 




















Zugefiigtes eem CO, nach Stunden 

Ki z | a 
3h 6H 16" 24) 
| . 0,8 
Tetraglucosan — | | 0,9 
d-Glucose 12,2 17,9 21,1 | 22,8 
- S a _ | 1,3 
Tetraglucosan 0,7 | 1,2 2,0 | 2,9 
d-Gluecose 15,8 16,9 20,3 22,6 


Tabelle VIII. 


Ansatz: 2,0 g Tetraglucosan. 
110,0 cem Wasser. 
10,0 g frische untergiirige Bierhefe bei 37°. 
5,0 eem obigen Ansatzes in Eudiometerrohr bei 37°. 
Nach 24 Stdn: keine CO,-Entwicklung. 
Drehung im 1-D-Rohr zu Versuchsbeginn: + 1°15’. 
Drehung im 1-D-Rohr nach 24 Stdn.: + 1°12’, 


Filtrat reduziert weder zu Versuchsbeginn noch bei Versuchsende 
Fehlingsche Mischung in der Hitze. 

Die in den mitgeteilten Versuchen benutzte frische Ober- 
hefe war Oberhefe Ost, die frische untergiirige Hefe stammte 
teils aus der Hochschulbrauerei Berlin, teils aus der hiesigen 
Bohrisch-Brauerei; die Trockenhefe war aus frischer Bier- 
hefe der Hochschulbrauerei Berlin hergestellt worden. 


Zusammenfassung. 


1. g-Glucosan wird sowohl von frischer untergiriger und 
obergiriger Hefe als auch von Hefemazerationssaft glatt ver- 





' 
; 
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goren, und zwar mit einer gréBeren Anfangsgeschwindigkeit 
als Gleichgewichtsglucose. 

2. In Gegenwart von Phosphat wird «@-Glucosan durch 
Trockenhefe in einen Zuckerphosphorsiureester iibergefiihrt. 
Dieser Phosphorylierungsvorgang ist an die Anwesenheit von 
Co-Zymase gekniipft. 

3. Laevoglucosan wird weder durch frische Hefe noch 
durch Hefemazerationssaft in Garung versetzt; auch vermag 
Trockenhefe diese 1, 6-Anhydroglucose in Gegenwart von Phos- 
phat nicht zu verestern. 

4, Tetra-a@-glucosan wird von frischer Hefe und Hete- 
mazerationssaft nicht angegriffen, und zwar deshalb nicht, weil 
die glucosidischen Bindungen des polymeren Gebildes von den 
Hefefermenten nicht gelist werden. 





‘ 
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Zur Synthese partiell acylierter Glyceride. 
Von 
B. Helferich und H. Sieber. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Greifswald, ) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1927.) 


Kine Hauptschwierigkeit, die sich bei der Synthese 
definierter, partiell acylierter Glyceride einstellt, ist die Gefahr 
der unerwiinschten Acylwanderung, wie sie sich in den Arbeiten 
von A. Griin, von Emil Fischer und von Bergmann und 
ihren Mitarbeitern ergeben hat. In einer Reihe von Méglich- 
keiten ist aber diese Schwierigkeit tiberwunden. 

Wir hoffen in einem neuen Weg trotzdem noch einige 
Vorteile dem bieten zu kénnen, der sich die Synthese partiell 
acylierter Fette zur Aufgabe stellt. 

Vor langerer Zeit wurden ein Mono- und ein Di-trityl- 
ither!) des Glycerins beschrieben”), deren Formeln (I) und (II) 
sich aus der Zusammensetzung und aus der bei den Trityl- 
ithern anderer Polyhydroxylverbindungen gemachten Erfahrung 
ergeben: Bisher sind nur primire Hydroxylgruppen dieser 
Substanzen unter den angewandten Bedingungen mit ‘Trityl- 
chlorid und Pyridin in Reaktion getreten. 

Acyliert man nun z. B. in Pyridin mit Benzoylchlorid 
die freien Hydroxyle des Mono-trityl-ithers, so erhilt man 
ohne Schwierigkeiten das «’-Trityl-¢,f-dibenzoyl-glycerin (I1]), 
dessen Formel durch die Synthese einwandfrei feststeht. Nach 

*) In dieser Arbeit ist der Nomenklatur ,,Tritan“ fiir Triphenyl- 
methan zugrunde gelegt (vgl. Beilstein, letzte Auflage). 

*) B. Helferich, P. Speidel u. W. Toeldte, Chem. Ber. Bd. 56, 
S. 769 (1923), 
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dem bei einem Tritylather der Glucose angewandten Verfahren »), 
mit Eisessig—-Bromwasserstoff, laBt sich der Tritylrest bei 
niedriger Temperatur in wenigen Sekunden glatt als Trityl- 
bromid abspalten und ausfallen. Aus dem Filtrat gelang die 
Isolierung des schon frither auf ganz anderem Wege einwandfrei 
hergestellten unsymmetrischen Dibenzoylglycerins (IV).?). Da 
unser Produkt nach einiger Zeit spontan krystallisierte, kann 
man schon auf recht gute Reinheit schlieBen. Da auBerdem 
die Abspaltung des Tritylrestes, also die Freilegung der 
maskierten Hydroxylgruppe unter sehr milden schwach sauren 
(nicht alkalischen) Bedingungen erfolgt, scheint uns die Gefahr 
einer Acylwanderung ganz besonders gering zu sein. 

Das erhaltene unsymmetrische Dibenzoylglycerin konnten 
wir mit dem Originalprodukt von M. Bergmann vergleichen. 
Fiir die liebenswiirdige Uberlassung dieses, sowie der folgenden 
Originalpriparate méchten wir auch an dieser Stelle Herrn 
Bergmann unseren besten Dank sagen. Unser Priiparat 
zeigte einen ganz wenig héheren Schmelzpunkt, erwies sich 
aber sonst durch Mischschmelzpunkt und Uberfiihrung in das 
ebenfalls schén krystallisierte «-p-Nitrobenzoyl-c, 3-dibenzoy!- 
glycerin (V) als sicher identisch mit dem Bergmannschen.® 

Dieser neue Weg zur Synthese unsymmetrischer Di- 
glyceride, der in unserem Fall auch eine befrietye :de Aus- 
beute ergab, scheint uns einfacher als die bisherige Méglichkeit. 

Acyliert man den Di-tritylither des Glycerins bei niedriger 
Temperatur, so gelangt man zu /-Acyl-a,q’-ditritylglycerinen. 
Wir haben die -Benzoyl- und die f-p-Toluolsulfurylverbindung 
hergestellt (VI). Durch die gleiche vorsichtige Verseifung der 
Tritylgruppe wie bei dem di-acylierten Mono-iather, kann man 
vielleicht zu @-Mono-acyl-glyceriden gelangen. Das f-Benzoy]l- 
glycerin konnten wir bisher nur unrein und als Sirup fassen, 
doch konnte seine Existenz sicher nachgewiesen werden durch 
Uberfiihrung in das schon bekannte, von E. Fischer her- 


) B. Helferich u. W. Klein, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 450, 
S, 219 (1926). 

2) M. Bergmann, Diese Zs. Bd. 137, 8. 32 (1924). 

°*) M. Bergmann, Diese Zs. Bd. 187, 8. 28 (1924). 
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gestelite «,ce’-Di-p-Nitrobenzoyl-8-benzoylglycerin (VII). Hier 
verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn O. H. Fischer, 
Berlin, die Ubersendung des Originalpriparats, mit dem sich 
das unsere als identisch erwies. Damit ist, wie uns scheint, 
zum ersten Male eine Moéglichkeit eréffnet, ?-Monoacylderivate 
des Glycerins zu erhalten. 

Wir betrachten die von uns mittels der Tritylither des 
Glyverins in dieser Arbeit beschriebenen, partiell acylierten 
Glyceride aromatischer Siuren nur als einfachste Beispiele fiir 
die Méglichkeiten des neuen Weges, der aber wahrscheinlich 
auch fir Fettsiureglyceride analoger Zusammensetzung zum 
Ziel fiihren kann. 





I OH OH OC(G,H,), Il OC(C,H,), OH OC(C,H.), 
| | EP 4 | | 
(H,—CH—CH, | CH,—-——CH—CH, 

Y + 
Ill O-Bz O-Bz OC(C,H;); VI OC(C,H,)s O-Ac OC(C,H,), 
| | | | | 
| —_— 
Bz = Benzoyl | Ac = Benzoyl oder 
| p-Toluolsulfonyl 
Y Y 
IV O-Bz O-Bz OH VII OH OAc OH 
| | | 
CH,— CH-——CH, CH,—CH——CH, 
Y 
VO-Bz O- Bz O-NBz 


CH,--C——-(8, 
NBz = p-Nitrobenzoyl 





Beschreibung der Versuche. 
a'-Trityl-a,$-dibenzoyl-glycerin (III). 

3,3 g Monotritylglycerin?) (1 Mol.) in 15 ccm wasserfreiem 
Pyridin werden unter Eiskihlung tropfenweise mit 3,1 g 
(2 Mol.) Benzoylchlorid versetzt. Nach 15stiindigem Aut- 
bewahren bei Zimmertemperatur werden einige Tropfen Wasser 
— zur Zerstérung etwa noch unverainderten Benzoylchlorids — 
zugegeben, dann die ganze Masse in Ather aufgenommen, 
dreimal mit Kaliumbisulfatlésung, dann dreimal mit Kalium- 


') Chem. Ber. Bd. 56, S. 769 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXX. 3 
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bicarbonatlésung und zum SchluB mit Wasser gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck ein- 
gedunstet. Der zuriickbleibende Sirup wird in der etwa 
gleichen Menge Kssigester gelést, mit etwa 12 Teilen denat. 
Alkohol (1°/, Petrolither) versetzt und krystallisiert so in 
kleinen, sechseckigen Tafelchen, die nach weiterem zweimaligen 
Umkrystallisieren den Schmelzp. 90—92° zeigen. Die Aus- 
beute betrigt 3,2 g, d.i. 60°/, d. Th. 

0,0810 g Substanz gaben (exsiccatortrocken) 0,2370 g CO, und 
0,0430 g H,O. 

C,,H3,0; (542,24) Ber. C 179,67 °/, H 5,58 °, 
Gef. ,, 79,80 » 3,94. 

Die Substanz ist leicht léslich in Chloroform, Ather, 
Benzol, Essigester, schwer in Methanol und Athylalkohol, so 
gut wie unldslich in Wasser und Petrolither. 


a,3-Dibenzoyl-glycerin (LY). 


4g a-Trityl-a,¢-dibenzoyl-glycerin werden auf dem 
Wasserbad in 11 ccm Eisessig gelést und dann auf 0° ab- 
gekiihlt. Diese Lisung wird zu einer ebenfalls eiskalten, bei 
0° gesiittigten Lésung von Bromwasserstoff in Eisessig (17 ccm) 
gegeben und der beim kriftigen Umschwenken nach wenigen 
Sekunden ausfallende Niederschlag von Tritylbromid rasch 
abgesaugt. (Ausbeute 2 15 g gegen 2,38 g d. Th.). Das eis- 
kalte Filtrat wird mit Ather aufgenommen, einigemal mit 
kaltem Wasser, mit Natriumbicarbonatlésung und wieder mit 
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und der 
Ather bei Zimmertemperatur unter vermindertem Druck ab- 
gedunstet. Der zuriickbleibende Sirup krystallisierte das erste 
Mal nach 14tagigem Stehen in sehr kurzer Zeit, dann bei 
spiiteren Versuchen nach dem Animpfen. Einmaliges Umkry- 
stallisieren durch Lésen in Benzol und Fallen mit Petrolither 
lieferte das von Bergmann hergestellte') und sicher als «,/- 
Dibenzoylglycerin charakterisierte Praparat, dessen Identitit 
mit dem ies cum ion sane von Bergmann durch Misch- 


4 Diese Sa 137, S. 82 (1924). 
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schmelzpunkt (58°) bewiesen wurde. Der Schmelzpunkt unserer 
Substanz lag sogar noch etwas hoéher, 59,5—60° Die Aus- 
beute betragt 1,45 g, d.i, 66°/, d. Th. 

Kin weiterer Beweis fiir das Vorliegen des unsymmetrischen 
Dibenzoylglycerins wurde durch seine Uberfiihrung mit p-Nitro- 
benzoylchlorid in Chloroform unter Zusatz von Pyridin in das 
v,3-Dibenzoyl-a-p-Nitrobenzoyl-glycerin (V) erbracht. 
Der Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt (113,5—114°) stimmte 
genau mit dem von M. Bergmann hergestellten Original- 
priparat’) tiberein. 


a,a'-Ditrityl-8-benzoyl-glycerin (VJ). 

5,76 g Ditritylglycerin?) (1 Mol.) werden in 20 ccm warmem, 
wasserfreiem Pyridin gelést und zu der dann _ eisgekihlten 
Lésung eine Mischung von 3g Benzoylchlorid mit etwa 3 ccm 
Pyridin so vorsichtig zugetropft, da& bei dauerndem Schiitteln 
in Kiswasser jede Erwiirmung vermieden wird. Die bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrte Mischung scheidet schon ziemlich 
rasch salzsaures Pyridin ab. Nach 15 Stunden wird wieder 
auf 0° abgekiihlt, zur Zersetzung des noch unverinderten 
Benzoylchlorids werden einige Tropfen Wasser zugegeben und 
dann in viel Wasser gegossen. Dabei fallt ein nach einiger 
Zeit krystallin erstarrender Sirup. Durch Aufnehmen in 
Ather, Waschen dieser Liésung mit Kaliumbisulfatlisung, 
Natriumbicarbonatlésung, Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat 
und Fallen der nach dem Verdampfen zuriickbleibenden Sub- 
stanz aus Benzol mit Petrolither wird die Substanz in einer 
Ausbeute von 5 g (d.i. 63°/) d. Th.) erhalten, die, nach dem 
Trockenverlust (unter vermindertem Druck bei 78° iiber Phosphor- 
pentoxyd), etwa 11/, Mol Krystallbenzol enthalten. Die lutt- 
trockne Substanz schmilzt bei etwa 108°, die getrocknete Sub- 
Stanz bei 1830—132° (korr.). 

0,1816 g Substanz gaben (getrocknet) 0,5653 g CO, und 0,1028 g H,0. 

C,,H,,0, (680,32) Ber. C 84,66 °/, H 5,93 °/, 
Gef. ,, 84,90 5, 6,33. 





') Diese Zs. Bd. 187, S. 32 (1924). 
*) Chem. Ber. Bd. 56, 769 (1928). 
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Zur Benzoylbestimmung wurden 0,4067 g Substanz mit 
10,0 cem n/10-NaOH und 80 ccm Methanol 6 Stunden auf dem 
siedenden Wasserbad erhitzt. Zum Zuriicktitrieren der iiber- | 
schiissigen Lauge wurden 4,9 com n/10-Salzsiure verbrauchit. 

Benzoyl = (C,H;CO) Ber. 15,4°/, Gef. 13,2°/). 

Die Substanz ist léslich in Benzol, Chloroform, Eisessig, 
so gut wie unldslich in Methanol, Athanol, Petrolither und 
Wasser. 

Die Tritylgruppen wurden auf folgende Weise quantitatiy 
bestimmt: 0,3028 g Substanz, gelést in 10 ccm Eisessig, werden 
bei Zimmertemperatur mit 2,5 ccm konzentrierter Salzsiure 
versetzt, nach 5 Minuten zur Zerstérung des entstandenen 
Tritylchlorids 15 Minuten mit iiberschiissiger Sodalésung ge- 
kocht und das so gebildete Tritanol durch Ausithern, Trocknen 
mit Natriumsulfat und Verdampfen des Athers zur Wagung 
gebracht. Gef. 0.2214 g (vom Schmelzp. 162°), d.i. 96°, d. Th. 





8-Benzoyl-glycerin (VID). 

20 g des Di-trityl-2-benzoyl-glycerins werden in 20 ccm 
warmem Benzol gelést und mit 80 ccm EHisessig versetzt. Dazu 
wird unter Hiskiihlung eine ebenfalls eiskalte Loésung von 
Bromwasserstoff in Eisessig (bei 0° gesittigt, 8 ccm) zugegeben, 
von dem sich nach ganz kurzer Zeit abscheidenden Trity!- 
bromid (11 g statt 19 g) abgesaugt und das Filtrat sofort mit 
500 ccm Petrolither versetzt. Der dabei ausfallende gelbliche 
Sirup wird durch mehrfaches Waschen mit Petrolither (Dekan- 
tieren) gereinigt und mit 25ccm Wasser aufgenommen, Dabei 
geht das Benzoylglycerin in Liésung, wihrend noch vorhandene 
Tritylverbindungen zuriickbleiben. Die filtrierte wifrige Lésung 
wird iiber Natronkalk und Chlorcalcium bei stark vermindertem 
Druck und Zimmertemperatur zur Trockne verdampft. Es 
bleiben 2g eines fast farblosen Sirups zuriick. Um in ihm, 
das #-Benzoyl-glycerin nachzuweisen, wurde er in das 


a,a'-Di(p-nitrobenzoyl)-3-benzoyl-glycerin (VI) 
tibergefihrt. Der Sirup (2g) wurde in 20 ccm Chloroform und 
25 ccm absolutem Pyridin gelést und unter Hiskiihlung eine 
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Lésung von 20 g p-Nitrobenzoylchlorid in 40 cem Chloroform 
zugetropft. Ohne Riicksicht auf eine krystalline Ausscheidung 
wird 20 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Die Mischung 
wird dann mit Wasser und Ather aufgenommen, von der aus- 
fallenden Nitrobenzoesiure abfiltriert, die Atherlésung ab- 
gehoben, mit Kaliumbisulfat, mit Natriumbicarbonat und schlieB- 
lich mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen mit 
Natriumsulfat verdampft. Der zuriickbleibende gelbliche Sirup 
wird in 12 ccm Aceton gelést und mit 25 ccm Petrolither 
versetzt. Es krystallisieren im Lauf von einigen Tagen 0,95 g, 
die nach mehrmaligem Umkrystallisieren den Schmelzp. 152 
bis 152,5° zeigen und, mit dem Originalpraparat von Emil 
Fischer’) vermischt, keine Depression ergeben. Dagegen liegt 
der Mischschmelzpunkt mit dem isomeren «-Benzoyl-e’, £- 
dinitrobenzoyl-glycerin von Bergmann bei 115°, ergibt also 
sicher eine Depression. 


a,a'-Ditrityl-f-p-toluolsulfo-glycerin (VI). 

Auf die gleiche Weise wie das Benzoylderivat wird durch 
Verwendung von p-Toluolsulfochlorid aus dem Ditritylglycerin 
das «,e’-Ditrityl-2-p-Toluolsulfoglycerin erhalten. Auch hier 
ist sorgfaltige Kiithlung bei der Acylierung notwendig. Aus 
Benzol erhaélt man durch Fallen mit Petrolather ohne Schwierig- 
keit Krystalle, die bei 163° schmelzen. 

0,0875 g Substanz gaben (bei 90° und 10 mm iiber P,O, getrocknet): 
0,2546 g CO, und 0,0480 g H,0. 


C,,H,.0,8 (730,41) Ber. C 78,90°/,  H 5,8°%, 
Gef. ,, 79,4 0: 





) Ber. Bd. 53, S. 1630 (1920). 
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Nebenreaktionen der Pyridinzersetzung. 
Von 
F. Wessely und M. John. 


(Aus dem JI. chemischen Universititsinstitut Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1927.) 


Bei der Untersuchung des Pyridinzersetzungsproduktes 
aus Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid, das zuerst wie das 
friiher beschriebene Sarkosinderivat?) durch bloBes Erhitzen im 
Vakuum von Pyridin befreit wurde, zeigte es sich, dafi dieser 
Substanz Koérper geringeren C-Gehaltes beigemengt sein muBten. 
Es konnte in diesem Falle nicht nur die reine ,,Anhydrid- 
reaktion“ 

CO-NH-CH(R)-CO NZ 
—> & 


x | | i il + xC0, 
O ' CO ” 





abgelaufen sein. Durch Extraktion mit Ather und weitere 
im experimentellen Teil beschriebene Reinigungsoperationen 
wurden auch zwei krystallisierte Substanzen erhalten, die vor 
allem den Mindergehalt an C in dem rohen Pyridinzersetzungs- 
produkt verursachen. In einer friiheren Mitteilung wurde be- 
wiesen, daB diese Substanzen den beiden inaktiven Formen 
der 5-Benzyl-hydantoin-3-8-phenylpropionsiure I entsprechen 
miissen.*) Die hochschmelzende Form wurde in einer Aus- 
beute von etwa 4,5—6°/,, die niedrigschmelzende in einer 





) IV. Mitteilung: F. Wessely u. M. John, Mon.-H. fiir Chemie 
Bd. 48 (1927). 

*) F. Wessely u. F. Sigmund, Diese Zs. Bd. 159, 8. 102 (1926). 

3) F. Wessely u. M. John, Diese Zs. im Druck. 
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Ausbeute von etwa 1°/, der angewandten Carbonsiuremenge 


isoliert. 
(,H,-CH,-CH-N——CO HOOC-CH,-N——CO 
| | | 
| | 
HOCO GO | I co | I. 
| | 
NH—CH.-CH,-C,H, NH—CH, 


In viel geringerer Menge entsteht die entsprechende 
Hydantoin-3-essigsiure II bei der Pyridinzersetzung des 
Glycin-N-carbonsiiureanhydrids. Ausbeute 1,7°/, der Carbon- 
sduremenge. 

Ks zeigt sich also bei diesen beiden Carbonsiureanhydriden 
ein deutlicher Unterschied in den Mengen der entstehenden 
Hydantoinderivate. Dabei ist die Aufarbeitung des Pyridin- 
zersetzungsproduktes aus Glycincarbonséureanhydrid mit viel 
weniger Verlusten verbunden und es wiirde sich der prozen- 
tische Unterschied zwischen dem Glykokoll- und dem Phenyl- 
alaninderivat noch deutlicher zeigen, wenn auch fiir dieses 
eine bessere Aufarbeitung méglich wire. 

Es kann nach der Aufklairung der Nebenprodukte als 
Hydantoinderivate nicht wundernehmen, daB aus Sarkosin-N- 
carbonsdiureanhydrid derartige Produkte nicht erhalten wurden, 
da deren Bildung die Gegenwart einer unsubstituierten NH,- 
Gruppe bei der Aminosiure verlangt. 

Neben der Frage nach dem Reaktionsmechanismus_be- 
schiftigte uns vor allem die Untersuchung, ob nicht auch bei 
anderen Basenzersetzungen derartige Hydantoinderivate auf- 
treten, Fiir die Versuche wihlten wir das Phenylalanin-N- 
carbonsiureanhydrid und als Basen Anilin und Methylanilin, 
da bei der Kinwirkung dieser nach friiheren Versuchen viel 
oder nur hochmolekulare Substanzen entstehen und auch in 
der Basenstiirke Ahnlichkeit mit dem Pyridin vorhanden zu 
sein schien. 

Durch Messung der abgespaltenen Menge CO, wurde aber 
festgestellt, da8 bei der Einwirkung der genannten Basen nur 
Reaktionen in Frage kommen, die unter quantitativer CO,- 
Abspaltung verlaufen. Nach diesem Befund kann kein 
Hydantoinderivat entstanden sein, was wir auch durch die 
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Untersuchung der Reaktionsprodukte bestiitigen konnten. Ks 
ist also nach den bisherigen Ergebnissen die ,,Hydantoin- 
reaktion“ auf die Pyridineinwirkung zu beschrinken, da nicht 
zu erwarten ist, daB sich bei starkeren Basen als Anilin, 
andere Verhialtnisse als bei diesem finden kénnten. Der eine 
von uns?) hat schon frither auf die Méglichkeit einer Reaktion, 
die nicht unter vollstandigem Verlust der CO, aus dem Carbon- 
siureanhydrid verliuft, hingewiesen, hat sie aber auch im 
damals untersuchten Fall der Wassereinwirkung auf Glycin- 
N-carbonsiureanhydrid ausschlieBen kénnen. 

Die ,,Hydantoinreaktion“ laBt sich rein schematisch 
folgend darstellen: 


R HOOC-CHR-N——CO 
| ol 
‘week of Pyridin. = -.1 CO, + CO | 
2 | | % | 
CO———O NH—CHR 


Es muB also ein Teil des Carbonsiureanhydrides viollig 
von dem anderen verschieden reagieren. Wir haben noch 
keine wohlbegriindete Ansicht von dem Reaktionsverlauf, nur 
laBt sich auf Grund der bisherigen Versuche eine an sich 
verstandliche Méglichkeit ausschlieBen. 

Die Bildung des Hydantoins lieBe sich einfach nach 
folgendem Schema wiedergeben: 










HOOC—CH(R) HOOC—CHR 
a L | 
a *., N Ke) 
oc4 — , 
‘ \ CO 
b CO “ a 
NH—CHR 


S | 
NH-CHR 


also durch Anlagerung eines durch CO,-Abspaltung aus dem 
Carbonséureanhydrid entstanden gedachten Restes b an das 
dem Carbonsiureanhydrid isomere Isocyanat a. Es kann aber 
in dem festen Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid auf Grund 
der festgestellten quantitativen CO,-Abspaltung kein prifor- 
miertes Isocyanat vorliegen, da dieses nach den bisherigen 





1) F. Wessely, Diese Zs. Bd. 146, S. 89 (1925). 
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Erfahrungen mit Aminen NH,R’ ohne CO,-Abspaltung unter 
Bildung von Harnstoffderivaten der Form 
NHR’ 
at 
CO R 
| 
NH-CH- COOH 
reagieren miibie. Versuche durch Zufiigung eines fremden 
Isocyanats, angewandt wurde Phenylisocyanat, den Rest 
CH, - C,H, 


NH-CH-CO 


unter Bildung eines Hydantoins der Form 
R’N——CO 
Fs | 
co | 
* | 
NH—CH.CH,.C,H; 


abzufangen und so die oben formulierte Reaktion durch- 
zufiihren, hatten bisher keinen Erfolg. 


Versuche. 


Isolierung der Hydantoine aus den Pyridin- 
zersetzungsprodukten von 


a) Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid. 


Zu den Zersetzungen wurde nur reines, analysiertes 
Carbonsiureanhydrid verwendet. Das Pyridin war teils iiber 
die HgCl,-Verbindung, teils tiber das Perchlorat nach Arndt 
und Nachtwey?) gereinigt. Die Reinigungsart ergab keinen 
qualitativen Unterschied in dem Reaktionsverlauf. Nach dem 
Abdampfen der Hauptmenge des Pyridins itiber H,SO, und 
P,O, im Vakuum wurde der filmartige Riickstand unter Ather 
gepulvert und bis zur Erschépfung mit Ather extrahiert. 

Nach dem Abdampfen des Athers wurde die teilweise 
krystallinische Masse bei 60° und 0,1 mm getrocknet. 


Seneca senna 


") Chem. Ber. Bd. 59, S. 452 (1926). 




















ee 
ys" - 











42 F. Wessely und M. John, 


1. 2g Carbonsiiureanhydrid gaben 0,175 g itherlésliches Rohprodukt 
2. 1,5 ¢ ” » O28 ” ” 
3 1 < 7 9 0,1 § +9 9 


Das Rohprodukt 1 wurde durch 6fteres Umlésen aus 
wiBrigem Alkohol gereinigt. Dabei blieben geringe Mengen 
einer amorphen Substanz ungelést und es wurden 0,06 g des 
reinen Hydantoins vom Schmelzp. 234—235° (korr.) erhalten. 

0,18 g des Versuches 2 wurden mit 3/,,n-NaOH bis zu 
bleibenden Rotfairbung des zugefiigten Phenolphthaleins ver- 
setzt. Nach dem Abfiltrieren einer geringen Menge amorpher 
Substanz wurde mit dem Siiureiiquivalent versetzt. Die aus- 
gefallenen Krystalle (0,12 g) wurden aus 20°/, Essigsiure um- 
geljst und so 0,08 g des reinen Hydantoins vom Schmelz- 
punkt 234—235° (korr.) erhalten. Aus der wiBrigen Loésung 
fielen nach lingerem Stehen feine, zu Biischeln vereinigte 
Nadeln aus, die ohne weitere Reinigung den richtigen Schmelz- 
punkt zeigen. Sie sintern zwischen 90--100°, werden dann 
wieder fest, um bei 170° zu schmelzen. Diese Substanz ist 
identisch mit der zweiten inaktiven Form des Hydantoins. 

Das gesamte Rohprodukt des Versuches 3 wurde mit 
wenig Kssigsiure (20°/,) ausgekocht und aus dieser Liésung 
0,01 g des bei 170° schmelzenden Hydantoins und aus dem 
Riickstand der Essigsiiureauskochung 0,045 g des bei 234 bis 
235° schmelzenden Hydantoins gewonnen. 

DaB bei dem ersten Versuch das niedrig schmelzende 
Hydantoin nicht erhalten wurde, hat seinen Grund wohl in 
seiner relativ groBen Loslichkeit in Alkohol. Die Tatsache, 
daB von diesem Hydantoin bei den anderen Aufarbeitungs- 
weisen nur kleinere Mengen als von dem hochsehmelzenden 
erhalten werden kénnen, wird uns noch weiter beschiiftigen. 

b) Glycin-N-carbonsiureanhydrid. 

Die Behandlung des rohen Pyridinzersetzungsproduktes 
wurde, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. 

1. Aus 1g Carbonsiureanhydrid wurden 0,035 g itherlésliches Rohprod. 
2. 4 O4¢ 7 » 0,015 ¢ 7 " 


isoliert. Dieses wurde bei 0,1 mm und 190° der Sublimation 
unterworfen. Dabei wurden neben einer sehr geringen Menge 
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einer 6ligen, nicht untersuchten Substanz aus 1. 0,018 g, aus 2. 
0,006 g eines rein weiBen, krystallisierten Kérpers gewonnen, 
der sich als die Hydantoin-3-essigsiiure erwies. Die Ausbeute 
betrug also nur 1,5—1,8°/, der angewandten Carbonsiure- 
menge. Als Riickstand verblieben amorphe unsublimierbare 
Substanzen. 


Zersetzung von Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid 
mit Anilin und Methylanilin. 

Die Basen wurden nur frisch destilliert verwendet. AuBer- 
dem wurde festgestellt, da8 unter den Versuchsbedingungen 
keine falschlichen Gewichtszunahmen der Absorptionsapparate 
eintraten. 

a) Anilineinwirkung. 

Hier wie bei der Methylanilinzersetzung wurde das Anhydrid 
zuerst bei Zimmertemperatur mit der Base iibergossen und 
erst nach Ablauf der Hauptreaktion kurz zum Sieden erhitzt. 

0,3036 g Anhydrid gaben 0,0698 g CO,,. 





0,2607 g . »  0,0593 g CO,. 
CH, -C,H, CH, -C,H,| 
Fiir die Reaktion: xNH-CH-CO -—» |NH—CH | + xCO, 
| Wig | 
i | GO x 
Ber. CO, 23,03 °/, Gef. CO, 22,99 °, 
22,75. 


b) Methylanilineinwirkung. 
0,2305 g Anhydrid gaben 0,0531 g CQ,. 
Gef. CQO, 23,04 °/,. 


AuBerdem wurde das aus 1 g Carbonsiiureanhydrid durch 
Methylanilin entstandene Reaktionsprodukt 4 Tage im Soxhlet 
mit Ather extrahiert. Es gingen sehr geringe Mengen einer 
amorphen Substanz in den Ather, die nicht krystallisiert zu 
erhalten war und mit keinem der oben beschriebenen Hydan- 
toe identisch ist. 
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Uber das Lignin. 
2. Abhandlung. 


Nach Versuchen der Herren Dipl.-Ing. A. Bahl, R. Daur, W.Schairer 
und von Frl. K. Massong 


mitgeteilt von 


William Kiister und F. Schoder. 
Mit 4 Figuren auf Tafel ITI. 


(Aus dem Laboratorium f. organ. u. pharmaz. Chemie der Technischen Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1927.) 


In der ersten Mitteilung') wurde iiber die Aufspaltung 
des Lignins durch eine Schmelze mit #-Naphtol berichtet, 
die zu chloroformléslichen Stoffen gefiihrt hatte, von denen 
etwa 90°/, durch Ather bzw. durch Petrolither gefillt werden 
konnten, wihrend die Schmelze an hochsiedendes Petroleum- 
benzin neben dem Uberschu8 von f-Naphtol einen krystalli- 
sierten Stoff abgab, der in keinem Zusammenhang mit dem 
-Naphtol zu stehen schien, wie daraus gefolgert wurde, dab 
der durch Ather gefillte Stoff beim Verschmelzen mit 6-Naphtol 
ihn nicht mehr lieferte.”?) Auch fiihrten zahlreiche, allerdings 
nicht gut tibereinstimmende Analysen zu der Formel C,,H, ,0, 
die sich mit der empirischen Zusammensetzung eines #-Naphtol- 
abkémmlings nur schwer vereinen lie. So wurde der Stoff 
als ein Teil des Lignins angesprochen, der bei der Zerlegung 
des Lignins durch die f-Naphtolschmelze neben den durch 
Ather bzw. durch Petrolither fallbaren Stoffen entstanden 
sein konnte. 





") Diese Zs. Bd. 149, S. 150 (1925). 

*) Und zwar lediglich daraus, da8 der Extrakt mit Petroleumbenzin 
nicht fluorescierte. Da nun nicht das Merolignin, sondern eine Bei- 
mengung die Fluorescenz bewirkt, wie 8. 46 beschrieben ist, muB die 
Folgerung erneut kontrolliert werden. 
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Wir haben nun die Untersuchung des bei 205° schmel- 
zenden krystallisierten Stoffes, der Merolignin genannt worden 
war, fortgesetzt und sind zu dem Resultat gekommen, daB die 
anfinglich gehegte Vermutung, es kénne ein Zusammenhang 
mit dem f-Naphtol bestehen, doch das Richtige traf, denn es 
handelt sich, wie Herr R. Daur mit aller Schirfe nachweisen 
konnte, um das nach Austritt von 2 Molekiilen Wasser bei 
der Kondensation von 2 Molen f-Naphtol mit 1 Mol. Form- 
aldehyd entstehende $-Naphtopyran C,,H,,0. 


2C,,H,0H + CH,O = 2H,0 + C,,H,,0. 


Das Merolignin stammt also nur zum allerkleinsten Teil 
aus dem Lignin, aber dieser kleinste Teil, der Formaldehyd, 
ist fiir die Vorstellungen, die wir uns iiber den Aufbau und 
das Entstehen des Lignins bilden kénnen, von allergréBter 
Bedeutung. Zunichst sei darauf hingewiesen, da8 wir bei der 
Isolierung des Petrolitherniederschlags eine Zersetzung des- 
selben beobachtet haben, die sich durch Auftreten eines 
stechend riechenden Gases neben einer stark sauer reagierenden 
wibrigen Fliissigkeit fuBerte. Es kénnte sich um Kssigsiiure, 
Ameisensiure und um Formaldehyd handeln, schrieben wir 
damals. Seitdem hat K. Freudenberg das Auftreten von 
Formaldehyd bei der Zersetzung von Lignin durch Salzsiiure 
beschrieben.') Das Lignin enthialt also eine Gruppierung, aus 
der sich Formaldehyd bei Eingriffen abspalten kann und iiber 
diese glauben wir jetzt eine Aufklirung geben zu kénnen, 
denn Merolignin entsteht auch beim Zusammenschmelzen von 
$-Naphtol unter den beim Lignin eingehaltenen Bedingungen, 
d.h. unter Zusatz weniger Tropfen konzentrierter Salzsiiure, 
aus dem Kondensationsprodukt von Formaldehyd mit Resorcin’), 
das bekanntlich ein hohes Molekulargewicht besitzt, also aus 
vielen Molekiilen der Komponenten im Verhiiltnis 1:1  ent- 
Standen ist. So mu, das glauben wir folgern zu diirfen, auch 
das Lignin durch Verkettung spezifischer Phenolmolekiile — 


‘) Chem. Ber. Bd. 60, S. 581 (1927). 
*) Es ist charakteristisch, daB dieses ,,.Kunstharz‘ bei der 6-Naphtol- 
schmelze dem natiirlichen Harz sich ganz iihnlich verhilt. 
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und hier diirfte der Coniferylalkohol und Derivate desselben 
eine wichtige Rolle spielen — mit Formaldehydmolekiilen aut- 
gebaut sein, und es miissen Pyrangruppierungen!) in ihm 
vorliegen, denn das Kondensationsprodukt aus Phenol und 
Formaldehyd, das den oxydischen Ring nicht enthalt, gibt bei 
der @-Naphtolschmelze kein Merolignin, wie Herr Schairer, 
dem wir diese Versuchsreihe verdanken, festgestellt hat. 

Wie schon in der ersten Mitteilung hervorgehoben wurde, 
ist das Auseinanderfallen des groBen Ligninmolekiils lediglich 
durch die Schmelze mit f-Naphtol bedingt, «-Naphtol be- 
wirkt auch bei Zusatz weniger Kubikzentimeter Salzsiiure zwar 
eine Lésung des Lignins, nach der Wegnahme des Naphtols 
durch Petroleumbenzin wird aber kein in Chloroform lésliches 
Zerfallsprodukt erhalten. Nach der Aufklirung der Natur des 
Merolignins und der seiner Derivate, die unter der Wirkung 
von Brom bzw. von Salpetersiiure entstehen, blieb noch iibrig 
eine Erklirung fiir die analytischen Resultate zu finden, die 
um etwa 0,5°/, fiir den Kohlenstoff zu hoch ausgefallen waren 
und dadurch zur Formel mit 22 Atomen Kohlenstoff fiir das 
Merolignin gefiihrt hatten. Wir glauben nun nicht fehl zu 
gehen, wenn wir sie einer Beimengung zuschreiben, die aus 
einem Kohlenwasserstoff besteht, der sich bei der £-Naphtol- 
schmelze von Ligninpriparaten bilden kann, die neben Lignin 
noch andere Stoffe enthalten. Dieser Kohlenwasserstoff zeigt 
‘ihnliche Léslichkeitsverhiiltnisse wie das Merolignin und er 
allein bedingt intensive Fluorescenz seiner Lésungen, wiihrend 
reines Merolignin in Chloroformlisung z. B. nicht fluoresciert, 
wiihrend die von KE. Schnitzler hergestellten Merolignin- 
priparate sich durch die Fluorescenz ihrer Lésungen in Chloro- 
form auszeichneten. Nun bildet sich dieser Kohlenwasserstoti 
beim Verschmelzen des nach den Angaben von A. Friedrich?) 
hergestellten Primirlignins mit f-Naphtol nicht oder nur in 
geringer Menge, wihrend entharztes und durch Behandeln mit 
5°/,iger Natronlauge vom Holzgummi befreites Fichtenholz- 


ee 





1) Wie solche etwa bereits P. Klason angenommen hat. Veg: 
Chem. Ber. Bd. 55, S. 448 (1922); Bd. 56, S. 300 (1923). 
*) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 46, 8. 599 (1925). 
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sigemehl reichlichere Mengen von ihm gibt. Leider erwies 
sich das so hergestellte Priparat noch als stark aschehaltig, 
so daB die nach Abzug der Asche fiir die Formel C,,H,, und 
damit fiir Chrysen sprechenden Analysen doch nur mit Vor- 
behalt in dieser Hinsicht verwertet werden kénnen. Aller- 
dings stimmen auch der bei 249—250° liegende Schmelz- 
punkt, sowie alle qualitativen Proben mit den fiir das Chrysen 
vorliegenden Angaben tiberein, Chrysenchinon konnte aber mit 
den kleinen, zur Verfiigung stehenden Mengen noch nicht er- 
halten werden.*) lLetztere stammten von einer /-Naphtol- 
schmelze her, die mit nach Willstatter-Zechmeister selbst 
hergestelltem Lignin ausgefiihrt worden war. Hier wie auch 
bei dem Priparat aus vorbehandeltem Sigemehl gelang die 
Trennung vom Merolignin durch die Behandlung mit Chloro- 
form, in dem letzteres etwas leichter léslich ist wie der Kohlen- 
wasserstoff. Uber die Natur der dem Lignin beigemengten 
Substanz, die das Entstehen des fraglichen Kohlenwasserstoffs 
bedingt, kénnen vorerst auch nur Vermutungen geiuBert 
werden. Es liegt nahe an Cellulose zu denken, die ja im 
Verbande mit dem Lignin bei der (#-Naphtolschmelze an- 
geeriffen wird”), dann wiirden sich die Resultate von Schnitzler 
dadurch erkliren, daB sein Lignin noch Cellulosereste ent- 
halten hat, seinem Merolignin waren entsprechend etwa 
5—10°/, des Kohlenwasserstofis beigemengt und wir sind zur 
Aufstellung der Formel mit 22 Kohlenstoffatomen gekommen, 
weil wir den Analysen am meisten Vertrauen schenkten, die 
den héheren Gehalt an Kohlenstoff gaben, was nun ausnahms- 
Weise gerade nicht richtig war. Andere Polysaccharide oder 
Zuckerarten diirften kaum in Frage kommen, denn beim Ver- 
schmelzen von Stirke und besonders von Rohrzucker mit 
3-Napthol erhielt Herr Schairer zwar auch ein Konden- 
sationsprodukt, das in prichtigen gelben, rhombischen Blitt- 


ee 





*) Leider war im Handel kein Chrysen erhiiltlich. 

*) Cellulose, und zwar sowohl in Form von Zellstoff wie von Wolle, 
geht auch fiir sich mit 6-Naphtol verschmolzen in Lésung, wenn der 
Schmelze Salzsiiure zugefiigt wird. Hiermit sei ein in der ersten Mit- 
teilung beschriebener gegenteiliger Befund berichtigt. 
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chen aus Xylol krystallisierte und unzersetzt sublimierbar 
ist, die Analyse wies aber auf die Formel C,,H,,O und die 
Eigenschaften stimmen recht gut mit denen eines Pyrans tiberein. 
Picen, C,,H,,, das wir wegen des hohen Schmelzpunkts bei 
350° in Handen zu haben glaubten, liegt also nicht vor. 

Wir gedenken die interessanten Beziehungen, die sich aus 
den vorliegenden Beobachtungen bereits ergeben haben, nach 
allen Richtungen weiter zu verfolgen. Es hat sich z. B. schon 
gezeigt, daB beim Verschmelzen von Kork mit $-Naphtol und 
etwas Salzsiure') sowohl ,,Merolignin® wie der bei 249° 
schmelzende Kohlenwasserstoff entstehen. 


Experimenteller Teil. 


A. Uber das ,,Merolignin“. (Dipl.-Ing. R. Daur). 


Ks wurde ein nach Willstitter-Zechmeister her- 
gestelltes Lignin verwendet, das in einer Ausbeute von 120 g 
aus 200g Fichtenholzsigemehl erhalten worden war. Bei 
einem ersten Versuch wurden 50 g desselben mit 100g, bei 
einem zweiten mit nur 50g #-Naphtol unter Zusatz von je 
10 Tropfen 25°/,iger Salzsiure verschmolzen und dabei beob- 
achtet, daB die Reaktion im zweiten Versuch etwas triger ver- 
lief. Die Temperatur der Schmelze hielt sich auf 108—110" 
und zwar so lange, bis die Wasserabspaltung vollendet waz, 
dann stieg sie im Verlauf von 11/, Stunden auf 150° bei einer 
AuSentemperatur von 180—200°. 

Mehrmaliges Auskochen der erkalteten Schmelze mit 
Petroleumbenzin (Siedep. 120—150°) lieferte dann kriiftig 
fluorescierende Extrakte, aus denen sich beim Abkiihlen auf 
Zimmertemperatur bereits ein Krystallbrei ausschied, der nicht 
nur aus #-Naphtol bestand, da beim Behandeln mit kaltem 
Alkohol ein gelbbrauner Riickstand verblieb. Der Unterschied 
gegeniiber den Versuchen Schnitzlers, bei denen an dieser 





*) Der Zusatz von Salzsiiure ist hier nétig. Wenn Ligninpriiparate 
ohne diesen Zusatz bei der $-Naphtolschmelze Zerfall erlitten haben, 
wie das dfters beobachtet worden ist, so diirfte ihnen von der Dar 
stellung her Spuren von Salzsiiure angehaftet haben. 


a 
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Stelle nur #-Naphtol ausgeschieden wurde und erst die vom 
letzteren getrennte Mutterlauge beim starken Abkiihlen Mero- 
lignin, d. h. in Alkohol unlésliche Krystalle abschied, mag 
daher riihren, daB das hier benutzte Lignin entsprechend der 
hohen Ausbeute noch reichlich andere Stoffe, vermutlich 
Cellulose, enthielt, deren Anwesenheit zur Vermehrung des in 
kaltem Petroleumbenzin schwer ldéslichen, gefairbten Kohlen- 
wasserstoffs beigetragen hat. Die erhdhte Menge derselben 
hat dann sein schnelleres Auskrystallisieren und damit auch 
die Ausscheidung von ,,Merolignin“ verursacht. Der in Alkohol 
unlésliche gelbbraune Riickstand wurde dann aus 250 ccm 
heiBen Chloroforms umkrystallisiert, d. h. es trat beim Erkalten 
Ausfall eines schwefelgelben Stoffes ein, der bei 249° schmolz, 
sich spurenweis in heiBem Alkohol mit rotblauer Fluorescenz 
léste und beim Abkiihlen in rhombischen Krystallen heraus- 
kam, ferner etwas leichter léslich war in heiSem Benzol mit 
intensiv himmelblauer Fluorescenz, sich auch in Toluol, Chloro- 
form und Tetrachlorkohlenstoff léste und aus letzterer Lésung 
in wetzsteinfoérmigen Gebilden krystallisierte. In konzentrierter 
Schwefelsiure léste er sich mit dunkelgriiner Farbe ohne 
Fluorescenz. Diese EKigenschaften weisen auf das Vorliegen 
von Chrysen!) hin, was auch durch den unter D. beschriebenen 
Versuch bekriaftigt wird. 

Das beim Umkrystallisieren des rohen, aus der heiSen 
Petroleumbenzinlésung abgeschiedenen und in kaltem Alkohol 
unléslichen Stoffes aus heiBem Chloroform in den Mutterlaugen 
verbleibende Merolignin ist sehr schwer von dem gelben 
Begleiter zu trennen, da kleine Mengen desselben hartnickig 
am Merolignin haften bleiben. Es muB der Riickstand der 
Chloroformlésung von neuem mit nicht ganz zur Lésung aus- 
reichenden Mengen hei®en Chloroforms behandelt, die Lésung 
filtriert und eingedampft werden, worauf der Riickstand der- 
selben Behandlung unterworfen wird. 

Ks ist auf diese Weise gelungen, farblose Krystalle zu 


_ ') ©. Liebermann, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 158, Bd. 304 (1871); 
E. Schmidt, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 9, S. 273 (1874). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXX, 4 
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erhalten — die schénsten schieden sich aus einer Lésung in 
Petroleumbenzin auf Zusatz des gleichen Volumens Alkohol 
bei ruhigem Stehen ab —, deren Lésung in heiBem Alkohol 
keine Fluorescenz mehr zeigte. Das farblose Merolignin 
schmolz bei 201—203° und verfirbt sich an der Luft bald 
briunlich. In heiBer Schwefelsiiure ist es mit intensiv griiner 
Fluorescenz léslich, was auf einer Oxydation beruht, da Geruch 
nach schwefliger Séiure auftrat. Auch gibt das Merolignin mit 
Salzsiure keine Fiarbung, in der eisessigsauren Liésung trat 
aber auf Zusatz von Chromsiure intensiv rote Farbung mit 
griiner Fluorescenz auf. Da nun 4hnliche Erscheinungen bei 
den Kondensationsprodukten von Aldehyden, z. B. Salicyl- 
aldehyd, mit #-Naphtol beobachtet wurden und sich auch 
eine Schmelze von #-Naphtol mit Trioxymethylen in konzen- 
trierter Schwefelsiure mit griiner Fluorescenz léste, lag die 
Méglichkeit nahe, daB das Merolignin zu dieser Stoffklasse 
gehére und mit dem Kondensationsprodukt von Formaldehyd 
und #-Naphtol identisch sein kénne. Es wurde daher das 
letztere, in der Literatur als f-Naphtopyran oder als Dibenzo- 
xanthen aufgefiihrte Produkt synthetisiert, wobei das Verfahren 
von Wolff?) die besten Ausbeuten lieferte. Es ist bemerkens- 
wert, daB bei niederer Temperatur die Kondensation zunichst 
nur zum Dinaphtolmethan C,,H,,O, fiihrt, dem dann in 
Toluollésung durch Erhitzen mit Phosphoroxychlorid auf 110° 
ein weiteres Molekiil Wasser entzogen wird. Arbeitet man bei 
héherer Temperatur, so wird sofort das Naphtopyran erhalten. 

6 g §-Naphtol wurden mit 0,6 g Trioxymethylen unter 
Zusatz von 5 Tropfen Salzsiure im Olbad zusammengeschmolzen 
und etwa 3 Stunden auf 140° erhitzt. Die erkaltete Schmelze 
wurde mit Petroleumbenzin (Siedep. 120—150°) 4 Stunden lang 
ausgekocht und der nicht fluorescierende Extrakt stark ge- 
kiihlt. Nach 3 Tagen hatte sich eine reichliche Menge von 
Krystallen abgesetzt, die nach der Isolierung nur zum Teil in 


1) W. Wolff, Chem. Ber. Bd. 26, S. 83 (1893); Vgl. auch R. Fosse, 
Meyer-Jacobson Bd. II,, 8. 771; M. Gomberg u. L. H. Cone, Liebig, 
Ann. der Chem. Bd. 376, 8. 195 (1910); Manasse, Chem. Ber. Bd. 27, 
S. 2412 (1894); K. Fries u. E. Hiibner, Chem. Ber. Bd. 39, 8S. 440 (1906). 
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kaltem Alkohol léslich waren. Der unlésliche Teil wurde in 
heigem ‘Toluol gelést und durch EingieBen der Lésung in 
Alkohol gefallt. Ausbeute 0,4 g. 

Dieser Stoff erwies sich mit dem nach dem Verfahren von 
Wolff hergestellten durch Schmelz- und Mischschmelzp. 201° 
als identisch, durch die gleiche Probe konnte auch die Iden- 
titit mit dem Merolignin festgestellt werden, wie denn auch 
alle iibrigen Kigenschaften Ubereinstimmung zeigten. Zwar 
fluorescierte die Lésung des Merolignins in konzentrierter 
Schwefelsiiure noch intensiver als die des synthetisierten Pri- 
yarats, doch machte der Zusatz einer Spur des gelben Kohlen- 
wasserstoffs zu letzterem die Erscheinung mit der beim Mero- 
lignin beobachteten identisch. Ferner wurde die Identitit des 
letzteren mit dem #-Naphtopyran durch die Untersuchung 
der Pikrate bestitigt, die beim Vermischen der bei Zimmer- 
temperatur hergestellten benzolischen Liésungen der Kompo- 
nenten als rotgelbe Niederschlige ausfallen. Sie schmolzen 
zwischen 181—183° unter Schwarzfirbung.’) 

Da nun also festgestellt war, da8 das Merolignin mit dem 
3-Naphtopyran oder Dibenzoxanthen identisch sein, also die 
Zusammensetzung C,,H,,O haben mubte und nicht C,,H,,0, 
welche Formel in der ersten Mitteilung aus den analytisch 
ermittelten Werten abgeleitet wurde, sei noch erwahnt, dab 
die sich aus den beiden Formeln berechneten Prozentgehalte 
an Kohlenstoff und Wasserstoff nur wenig unterscheiden. Wie 
erwahnt, differierten die von Dr. Schnitzler erhaltenen 
Analysen verschiedener Meroligninpriparate nicht unerheblich, 
Wir haben nur zwei derselben in die erste Mitteilung auf- 
genommen, die eine (Nr. 1) davon stimmt auch recht gut zu 
den aus der Formel mit 21 Kohlenstoffatomen berechneten 
Werten, die andere wies auf 22 Kohlenstoffatome (Nr. 2). Die 
aus der Dissertation Dr. Schnitzlers entnommenen Analysen 
Nr. 3 und 4 zeigen die Abweichungen, denen wir begegnet sind. 





‘) Der von R. Fosse angegebene Schmelzp. 172° diirfte wohl zu 
niedrig und vielleicht auf eine kleine Beimengung von Pikrinsiure zu- 
ruckzufiihren sein, das sein Pikrat aus heiBen Lésungen hergestellt 
wurden. (C. R. Bd. 132, §. 1127 (1901); Chem. Zbl. 19011, S. 1321). 

4* 
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C,.H,,O0 Ber. C 89,766%,  H 4,796 °%, 
C,,H 


21 140 ” 1, 89,33 5, 9,00 
Nr.1 Gef. ,, 89,44 4,86 
Nr.2  ,, 4, 89,67 4,76 
Nr.38 ,, 4, 88,70 » B,0 
Nr.4 4, ,,_ 89,86 » Dy T5. 


Diese Abweichungen erkliren sich, wenigstens was den 
Kohlenstoff betrifft, durch den Gehalt der Praiparate an dem 
gelben Kohlenwasserstoff, der, wenn es sich um Chrysen han- 
delt, 94,64 °/, C aufweist. Auf die Differenz im Schmelzpunkt, 
der in der ersten Mitteilung als bei 205—206° legend an- 
gegeben wurde, wihrend fiir das #-Naphtopyran 201° und 
203—204° verzeichnet sind, kommen wir noch zuriick (vgl. 8, 55 
Anmerkung). 

Was nun die in der ersten Mitteilung beschriebenen Deri- 
vate des Merolignins betrifft, die durch Brom und durch Sal- 
petersiure erhalten wurden, so ist das durch Brom entstehende 
Produkt als Perbromid eines bromierten Naphtopyrans auf- 
zufassen. Es sind also die um etwa 1°/, zu hoch gefundenen 
Werte fiir den Kohlenstoff und fiir das Brom, die zur Aut- 
stellung der Formel C,,H,,Br, fihrten, weil fiir den Sauer- 
stoff nur weniger als 1°/, tibrig blieb, offensichtlich auf die 
Beimengung des ebenfalls bromierten Kohlenwasserstoffs zuriick- 
zufibren. Ubrigens fand auch Herr Daur bei einem aus 
synthetisiertem #-Naphtopyran durch Bromierung in Chloro- 
formlésung dargestelltem Bromderivat zu hohe Werte fiir das 
Brom und einmal auch fiir den Kohlenstoff. 


0,1280 g Substanz (bei 80° im Vakuum) gaben: 0,2265 g CO, und 


0,0333 g H,O. 
0,1030 g Substanz (bei 80° im Vakuum) gaben: 0,1842 g CO, und 
0,0250 g HO. 
0,1016 g Substanz (bei 80° im Vakuum) gaben: 0,1118 g AgBr. 
0,0584 g » (bei 80° ,, » ) 9» +? 0,0642 g AgBr. 
C,,H,,0Br, Ber. © 48,39°/, H 2,515°/, Br 46,02 %, 
Gef. ,, 48,28 » 2,91 » 46,83 
» 48,79 » 2,71 ,, 46,81 


Mittelwert von 
Dr. Schnitzler  ,, 49,52 99 2,61 5, 47,14 
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DaB es sich um ein Perbromid handelt, geht aus der Um- 
setzung beim Kochen mit Athylalkohol hervor. Hierbei wird 
Acetaldehyd gebildet und das Xanthan zuriickerhalten.') In 
kochendem Eisessig lést sich das Perbromderivat unter Zer- 
setzung, es werden dann mit Alkali Stoffe gefallt, die sich mit 
Salzsiiure intensiv rot farben. Ebenso entstand bei der Ver- 
seifung mit alkoholischem Kali nicht das bei 145° schmelzende 
Xanthhydrol, sondern es bildeten sich Stoffe, die erst iiber 
271° unter Zersetzung schmolzen, sich aber auch mit Siuren 
unter Farbbildung umsetzten. 

Das in der ersten Mitteilung kurz beschriebene .,Nitro- 
produkt“ aus Merolignin, fiir das die Formel C,,H,,O,N ab- 
geleitet wurde, muB nunmehr als ein Nitrat des Xanthhydrols 
angesprochen werden, dem die Formel C,,H,,0,N zukommt. 
Auch hier diirfte eine Beimengung, sei es das Dinitrat*) oder 
ein Nitroprodukt des gelben Kohlenwasserstoffs, die um 1,5°/, 
fiir den Kohlenstoff, um 1°/, fiir den Stickstoff zu hoch ge- 
fundenen Werte bedingt haben. Das geht auch aus der An- 
gabe in der ersten Mitteilung hervor, wonach der mit Kalium- 
carbonat behandelte stickstoffhaltige Stoff sich in Ather mit 
lichtgelber Farbe léste.*) Das aus reinem Dibenzoxanthan mit 
Salpetersiiure hergestellte Produkt gibt bei gleicher Behand- 
lung an Ather einen farblosen Stoff ab. Es handelte sich aber 
nicht um das Dibenzo-xanthhydrol, da genau wie beim Brom- 
produkt ein Stoff entstanden war, der erst bei 270° unter 
Zersetzung schmolz. Die EKinwirkung von Salpetersiure auf 
5-Naphtopyran bedarf demnach noch weiterer Aufklarung. 


B. Merolignin aus Poly-phenylpyran. (Dipl.-Ing. W. Schairer.) 
1. Vorversuche zeigten, da& die Kondensation zwischen 
Formaldehyd und Resorcin zwischen je einem Molekiil der 


‘) M. Gomberg u. L. H. Cone, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 376, 
S. 199 (1910); Beilstein Erg.-Bd. III, S. 585. 

*) Beilstein Bd. II, S. 1105. 

*) DaB hierbei Salpeter- bzw. salpetrige Siure abgespalten wird, 
hat Herr Dr. Schnitzler bereits gefunden, als er nach AbschluB seiner 
Dissertation das Einwirkungsprodukt von Salpetersiiure auf Merolignin 
etwas eingehender untersuchen konnte, nachdem es in etwas groBerer 
Menge vorlag. 
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Komponenten erfolgt. Zur Herstellung des Kondensationspro- 
duktes wurde eine Lésung von 10g Resorcin in 50ccm Wasser 
mit 7ccm 40°/,iger Formaldehydlésung versetzt und 1/, ccm 
konzentrierte Salzsiure zugefiigt. Nach 10 Minuten trat die 
Reaktion plétzlich und unter starker Erwirmung ein und es 
fiel eine weiBe plastische Masse mit rosenrotem Stich in fast 
quantitativer Ausbeute aus.') Unter dem Mikroskop betrachtet. 
erwies sie sich als aus ringférmig angeordneten Aggregaten 
bestehend. Mit Salzsiure, aber auch schon an der Luft trat 
Violettfarbung ein, haftete der Masse Ather an, so verzégerte 
sich das EKintreten der Farbung, durch Alkali schlug die Farbe 
in Gelb um, es erfolgte aber keine Lésung, der noch feuchte 
Stoff ging aber beim Kochen mit starker Natronlauge in kol- 
loide Lésung, aus der Saéuren dann wieder plastische Massen 
fallen, die sich in Dimethylsulfat losen, ohne daf eine Methy- 
lierung eintritt. Demnach darf dem Produkt die Struktur eines 
Polypyrans zugewiesen werden, dessen oxydische Sauerstoti- 
atome schwach basische Natur bedingen. Beim Kochen mit 
Lauge diirfte eine Depolymerisation des sehr hochmolekularen 
Stoffs erfolgen. Beim Verschmelzen mit Natronlauge wurde 
ein wasserunldéslicher, iitherliéslicher saurer Stoff erhalten, der 
in feinen Nadeln krystallisiert und beim Erhitzen, ohne zu 
schmelzen, verkohlt. 

0,1214 g Substanz (100°) gaben 0,3060 g CO, und 0,0580 g H,0. 

0,0848g ~—,, (100°) ,, 0,211g¢ CO, ,, 0,0320g H,0. 

(C,H,0,). Ber. C 68,78 %/, H 4,91, 
Gef. ,, 68,58, 68,40 ., 5,3, 5,15. 

Versuche, das Molekulargewicht zu bestimmen, ergabeu 
bisher nur, daB dasselbe ein sehr hohes sein mu8. Dimethy!- 
sulfat bewirkte Methylierung, eine Schmelze mit Phtalsiure- 
anhydrid und Chlorzink fiihrte zu einem rotorange gefirbten, 
griin fluorescierenden Stoff. Eine nihere Untersuchung méchteu 
wir uns vorbehalten. 





') Vgl. A. v. Baeyer, Chem. Ber. Bd.5, 8. 1094 (1872); T.Silber- 
mann u. N, Ozorowitz, Bull. Soc. chim. Bucuresci Bd.77, 8. 41; Chem. 
Zbl. 1908, II, S. 1022. 
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2, 30g Polyphenylpyran, 60g 8-Naphtol und 1 ccm kon- 
zentrierte Salzsiure wurden 3/, Stunde bis auf 210° erhitzt 
(T. des Olbades). Unter Entweichen von Wasserdimpfen 
wurde das geschmolzene Gemenge tiefschwarz und erstarrte 
zu einem harten, spréden Pech. Die zerkleinerte Masse wurde 
nun viermal mit je 50ccm Petroleumbenzin (Siedep. 120 bis 
180°) ausgekocht und die Extrakte vereinigt. Sie schieden 
beim Erkalten eine braune Masse ab, das Filtrat derselben 
ergab beim Stehen im Eisschrank einen krystallinischen Ab- 
satz. Beiden Ausscheidungen wurde mit kaltem Alkohol das 
8-Naphthol entzogen, das Unldsliche erst aus Chloroform, 
dann noch aus siedendem Toluol unter Zusatz von Tierkohie 
umkrystallisiert, wodurch im ganzen 3¢ ,,Merolignin“ erhalten 
wurden, das sich durch alle Reaktionen mit dem synthetisierten 
Produkt als identisch erwies.') Auch die Analyse bestitigte 
dieses Ergebnis: 

0,1386 g Substanz (100°) gaben 0,453 g CO, und 0,0581 g H,0. 

C,,H,,0 Ber. C 89,33 %, H 5,00 °/, 
Gef. ,, 89,10 » 4,67. 

3. Da nun allem Anschein nach Formaldehyd aus der 
Verbindung mit dem Resorcin durch die Schmelze mit ?-Naph- 
tol herausgelést worden war, konnte auch an die Méglichkeit 
gedacht werden, aus anderen Kondensationsprodukten des Form- 
aldehyds bei einer gleichen Behandlung zum Merolignin zu 
gelangen. In erster Linie kamen die natiirlichen Kondensa- 
tionsprodukte des Formaldehyds selbst, die Mono- und Poly- 
saccharide in Betracht. Zwar glaubte Dr. Schnitzler aus 
einem Versuch mit isolierter Cellulose den SchluB ziehen zu 
kénnen, daB diese bei der f-Naphtolschmelze nicht angegriffen 
werde. Es stellte sich aber bei Nachpriifungen heraus, da8 
nur ein Zusatz von Salzsiiure, der bei Ligninpraiparaten un- 


*) Der Schmelzpunkt des bei 100° getrockneten Stoffes lag bei 
205°. Bei der Bestimmung des Mischschmelzpunktes mit dem durch 
Synthese erhaltenen Stoff wurde beobachtet, daB die Substanzen nach- 
einander schmolzen, d.h. zuerst schmolz die synthetisierte bei 201°. 
wihrend die Krystalle der anderen noch sichtbar blieben. Bei 205° 
schmolzen auch diese. : 
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wesentlich erschien — aber wahrscheinlich deshalb, weil ihnen 
von der Darstellung her noch Salzsiure anhaftete —, nitig 
war, um eine Reaktion herbeizufiihren, die Schmelzen lieferten, 
welche an Petroleumbenzin fluorescierende Stoffe abgeben. Wie 
schon erwihnt, diirfte es hierbei zur Bildung von Chrysen 
kommen und dessen Vorkommen im Braunkohlenteer also aut 
die Umsetzung von Celluloseresten in der Braunkohle mit 
gleichfalls vorhandenem f-Naphtol bei der Verschwelung 
zuriickzafiihren sein. Starke verhalt sich bei der Schmelze mit 
3-Naphtol ganz anders, aber dhnlich wie Rohrzucker, aus 
beiden Polysacchariden wurde ein gelb gefarbter Stoff erhalten, 
dem nach der bis jetzt vorliegenden Analyse die Formel 
C,,H,,O zukommt. 

Kin Gemisch von 3g Rohrzucker und 10 g /-Naphtol, 
dem 0,5 ccm konzentrierte Salzsiure zugefiigt worden war, 
wurde im Olbade erhitzt. Es trat heftige Reaktion unter Aui- 
schiumen und starker Wasserdampfentwicklung ein, die Masse 
farbte sich tiefschwarz mit blaulichem Schimmer. Zu Beginn 
der Reaktion bildeten sich oberhalb der Schmelze gelbgriin 
gefarbte Schlieren. Die Temperatur darf nicht iiber 160° 
steigen, da sonst die Ausbeuten am Reaktionsprodukt schlecht 
werden, wie systematische Versuche ergaben, auch soll die 
‘emperatur von 160° erst nach einer halben Stunde erreicht 
werden, nach welcher Zeit man erkalten lat. Das blauschwarze 
Pech wurde nun viermal mit Petroleumbenzin (Siedep. 120” 
bis 180°) je eine halbe Stunde am RickfluBkiihler ausgekocht. 
Die gelb gefarbten, prachtvoll blau fluorescierenden Extrakte 
setzten beim Erkalten eine gelbbraune Masse ab, die Filtrate 
davon gaben beim Kinstellen in den Eisschrank weitere Ab- 
scheidungen. Diese hinterlieBen beim Digerieren mit kaltem 
Alkohol einen griingelben Stoff in einer Ausbeute von 120 mg. 
Durch Wiederholung des Versuchs wurden hiervon 2¢ dar- 
gestellt. Die weitere Reinigung erfolgte durch Umkrystalli- 
sation aus kochendem Chloroform, woraus sich beim Erkalten 
schwefelgelbe sechseckige Krystalle abschieden, und aus heiBem 
Xylol, wobei der Stoff in Blittchen des rhombischen Systems 
herauskam, wie Herr Dr. Vollrath uns mitzuteilen die Giite 
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hatte. Der Stoff schmolz erst bei 337° zu einer violett fluores- 
cierenden Fliissigkeit und sublimierte dann in gelben Nadeln. 
Zur Analyse wurde er bei 100° getrocknet. 


0,0843 g Substanz gaben 0,2681 g CO, und 0,0387 g H,O. 


0,120 g " , 0,3818g CO, ,, 0,0524 g H,O. 
C,,H,,0 Ber. C 86,66 °/, H 5,16 °/, 
Gef. ,, 87,1 86,77 1» Dyl 4,85. 


Molekulargewichtsbestimmungen gaben bisher keine be- 
friedigenden Resultate. In Alkohol und Ather lést sich der 
Stoff nur wenig, doch fluorescieren auch diese Lésungen pracht- 
voll violett. 

In Séuren und Alkalien ist er unldslich. Konzentrierte 
Schwefelsiure lost mit griiner Farbe und schwacher Fluores- 
cenz, allmihlich vertieft sich die Farbe nach blau und violett. 
Durch Wasser wird diese Lésung wieder gefillt, ist die schwefel- 
saure Liésung aber erhitzt worden, so tritt beim Verdiinnen 
keine Fallung mehr ein. Durch heiBe konzentrierte Salpeter- 
siiure wird die Substanz rot gefirbt, aber nicht gelést, eine 
oxydierende Wirkung von Chromtrioxyd auf die heiBe eisessig- 
saure Lésung konnte nicht beobachtet werden. 


C. Die Schmelze von Primirlignin mit /-Naphthol (A. Bahl) 


Die Herstellung von Primirlignin erfolgte nach den An- 
gaben von A. Friedrich aus Fichtensiigemehl, dem 3,4 °/, 
Harz durch eine Extraktion mit Alkohol—Benzol (1:1) und 
etwa 10°/, Holzgummi durch Digestion mit 5°/,iger Natron- 
lauge entzogen worden waren. 

1. Durch eine erste Extraktion des staubfein gemahlenen 
Sagemehlrestes, der mit 17 °/, iger Salzsiure behandelt worden 
war, mit 96°/, igem Alkohol wurden 7,1°/,, durch eine zweite 
1,7°/, vom eingesetzten Material als Primirlignin erhalten, 
eine dritte Extraktion lieferte letzteres nicht mehr. Bei einer 
weiteren Aufarbeitung von Sagemehl wurden 8,5°/, Primiir- 
lignin im ganzen erhalten als ein amorphes Pulver von hell- 


gelber Farbe, die beim Trocknen im Vakuum und bei 60° in 
Braun iitberging. 
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Die Alkylbestimmungen ergaben: 


I. 0,200 g Substanz (€0°) gaben 0,351 g AgJ entsprechend 23,17° 
Ges.-Alkyl als Methoxyl. 
0,150g Substanz (60°) gaben 0,2028g AgJ aus (CH,),NJ =17,85°/ 
OCH, und 0,0405 g AgJ aus (CH,),N.C,H;J = 5,2 °/, OC,H.. 
I]. 0,100g Substanz (60°) gaben 0,137g AgJ aus (CH,),NJ = 18,1° 
OCH, und 0,0157 g AgJ aus (CH,),N.C,H;J = 3,0°/, OC,H.. 


Der Gehalt an Athoxyl diirfte auf die Art der Darstellung 
des Primarlignins zuriickzufiihren sein, die Abweichungen von 
I und II im OC,H,-Gehalt sind dann erkliirbar.') Es hat fast 
den Anschein, als seien im Lignin Carboxyle vorhanden. 

2. Kin Gemisch von 8g Primiarlignin mit 16 g ?-Naphtol 
im fein gepulverten Zustand wurde, mit 1cem 25°/,iger Salz- 
siiure versetzt, im Olbade erhitzt. Bei 70° stellte sich Rot- 
farbung ein, unmittelbar darauf schmolz das Gemisch zu einer 
tiefdunkelroten Masse zusammen. Es wurde noch eine Viertel- 
stunde bis auf 90° erhitzt, wobei keine Gasentwicklung be- 
merkbar war, auch zeigte sich nach dem Erkalten, daf eine 
Gewichtsabnahme nicht eingetreten war (Unterschied 2 mg). 
Die Schmelze wurde mit 200 ccm Petroleumbenzin (Siede- 
punkt 120—180°) 8 Stunden ausgezogen, wobei das Lésungs- 
mittel sich intensiv gelb fiarbte, dann wurde dekantiert und 
erkalten gelassen, wobei sich nach 14 Stunden ein weifer Ab- 
satz gebildet hatte, der durch Behandlung mit wenig kaltem 
Alkohol zum gré8ten Teil in Lésung ging. Das Filtrat zeigte 
deutlich blaue Fluorescenz. Der unlésliche Teil war gelb ge- 
firbt, doch konnte er durch Behandeln mit wenig absolutem 
Ather rein wei8 erhalten werden. Die aus weiteren Petroleum- 
benzinextrakten beim Erkalten abgeschiedenen Krystalle waren 
nur schwach gefairbt, kalter Alkohol léste aus ihnen nur 
8-Naphtol weg, die Lésung wies keine Fluorescenz mehr aul. 

Der alkoholunldésliche Stoff wurde durch Umkrystallisation 
aus Chloroform gereinigt nnd erwies sich durch den Schmelz- 
punkt — er wurde hier bei 200° liegend bestimmt — und 





1) Vgl. KE. Higglund u. T. Rosenqvist, Biochem. Zbl. Bd. 17°, 
S. 376 (1926). 











Uber das Lignin. 59 


durch die Uberfithrung in das rote krystallisierte Tribrom- 
produkt als Merolignin. 


D. Die Schmelze von entharztem und vom Holzgummi befreiten 
Fichtenholzsagemehl mit $-Naphtol 
(Frl. Dipl.-Ing. K. Massong). 

50 g¢ des vorbehande!lten Sigemehls wurden mit 100 g 
§-Naphtol und 2 ccm Salzsiure im Olbade erhitzt. Das innige 
Gemenge schmolz bei 115° Innen- und 185° AuBentemperatur 
zu einer rotbraunen Masse zusammen. Nachdem noch eine 
halbe Stunde lang weiter erhitzt worden war, wurde erkalten 
gelassen und dann die schwarze pechihnliche Masse, die an 
der Luft hart und spréde wird, einer 8 stiindigen Extraktion 
mit Petroleumbenzin unterworfen.') Die Ausziige setzten iiber 
Nacht viel 8-Naphtol ab, das klare, himmelblau fluorescierende 
Filtrat davon wurde im Kisschrank aufbewahrt, wobei eine 
Abscheidung nadelférmiger Krystalle eintrat. 

Sie wurden mit wenig Chloroform behandelt, das Mero- 
lignin wegléste (Schmelzp. 204—206°), withrend ein gelb ge- 
firbter Stoff zuriickblieb, der aus heiBem Chloroform in 
schuppenférmigen Krystallen herauskam und bei 249—250° 
schmolz. Leider enthielten sie noch etwa 2°/, Asche, so daf 
die Analyse, die wenigstens, was den Kohlenstoff betrifft, auf 
Chrysen C,,H,, stimmen wiirde, keinen sicheren Riickschlu8 
erlaubt. 

0,0712 ¢ Substanz gaben 0,2416 g CO, und 0,0401 g H,O, 0,0014¢ 
Asche. 

CieH,. Ber. C 94,7°/, H 5,31°/, 
Gef. ., 94,4 ,, 6,8 auf aschefreie Substanz 
bezogen. 





*) Die Extraktion wurde achtmal wiederholt. Das ungelést Ge- 
bliebene liste sich zum griéBten Teil in Chloroform, aus welcher Lisung 
24 ¢ durch Ather und 15 g durch Petrolither gefallt wurden. Das Filtrat 
vom letzteren Niederschlag enthielt noch 12,5 g Substanz. 
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Cerebrosidspeicherung bei Morbus Gaucher. 
I. Mitteilung. 
Von 
Hans Lieb 


unter Mitwirkung von Frl. H. Hannel. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz). 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1927.) 


Vor langerer Zeit berichtete ich in dieser Zeitschrift?) 
iiber die chemische Untersuchung von alkoholischen Extrakten 
aus der Milz bei der Gaucherschen Krankheit. Ich iso- 
lierte, gemeinsam mit EK. Epstein, aus den alkoholischen Aus- 
ziigen des Milzpulvers, welches vorher erschépfend mit Ather 
extrahiert worden war, in groBen Mengen (fast 10°/, des 
Trockenpulvers) eine Substanz, die alle Eigenschaften eines 
Cerebrosids aufwies und die ich nach weiterer Reinigung 
sowohl durch Analyse wie auch durch Abbau mit Kerasin 
C,,H,,O,N + H,O identifizieren konnte. 

Inzwischen sind weitere Falle von Morbus Gaucher be- 
schrieben und besonders pathologisch-anatomisch, zum Teil in 
klinischer Hinsicht bearbeitet worden. In diesem Zusammer- 
hange ist besonders die Verédffentlichung von Kj. Otto at 
Klercker hervorzuheben.”) Er bespricht ausfiihrlich einu. 
Fall von Morbus Gaucher, wo bei einem 3 jahrigen Midchen 
die schon aus den klinischen Symptomen gestellte Wabhr- 
scheinlichkeitsdiagnose nach vorgenommener Splenektomie 
anatomisch sichergestellt wurde und wo die Patientin noch 
bis ein Jahr nach der Operation unter Beobachtung blieb. 


1) Diese Zs. Bd. 140, S. 305 (1924). 
*) Acta Paediatrica, Vol. VI, S. 302—351 (1927), Uppsala, 
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Durch systematische Réntgenuntersuchung lieB sich in diesem 
Falle das weitverbreitete Befallensein des Skeletts intravital 
nachweisen und die Zugehorigkeit des Falles zu der sogenannten 
ossalen Form nach Pick beweisen, bei welcher die Gaucher- 
Zelleinlagerung sich also in besonders groBartiger Weise iiber 
das Skelettsystem erstreckt. Klercker hat sich auch mit der 
chemischen Untersuchung der exstirpierten Milz eingehend be- 
schiftigt und sichere Anhaltspunkte dafiir gewonnen, daB auch 
in seinem Falle darin in reichlicher Menge ein Cerebrosid und 
zwar wahrscheinlich Kerasin vorhanden ist. Von E. H. Cu- 
shing und A. P. Stout’), sowie von William Bloom®), sind 
ebenfalls Verdffentlichungen erschienen, die sich mit der 
chemischen Natur der bei Morbus Gaucher gespeicherten Sub- 
stanz beschaftigen und meine Befunde bestiitigen. 

Klercker schlug zur Isolierung des Cerebrosids aus der 
Milz, die im frischen Zustande 1150 g gewogen hatte und die nach 
der Exstirpation sofort in Formalin fixiert worden und dann 
8 Monate in Formalin gelegen war, genau das von Epstein 
und mir angegebene Verfahren ein. Da die Arbeit in einer 
weniger leicht zugiinglichen Zeitschrift veréffentlicht wurde, 
méchte ich ganz kurz den chemischen Teil aus Klerckers 
Arbeit zusammenfassen: 

Er zerkleinerte rund die Hiilfte der Milz in der Fleischmaschine 
zu einem Brei, den er in flachen Schalen im Faustschen Apparate 
unter Dariiberleiten eines warmen Luftstromes trocknete. Aus 489,88 g 
feuchter, formalinfixierter Milz gewann er 102.36g Trockenpulver 
(20,8°/,), weleches er zur Entfernung des dem Geruch nach noch in 
gréBerer Menge enthaltenen Formalins vor der Atherextraktion mehrmals 
mit Wasser von 40—50° behandelte, dann wieder trocknete und darauf 
4-5 Tage mit Ather im Soxhletapparat erschépfend extrahierte. Die 
Menge des Atherverdunstungsriickstandes nach dem Trocknen im Vakuum 
i. 2 Sehwefelsiiure betrug in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
Epsteins 6,75°/,. Das Milzpulver wurde darauf in mehreren Portionen 
wiederholt wihrend einer Stunde mit je 100—150 cem 95°/, igem 
Alkohol bei 40° C extrahiert und heiB filtriert. Der Trockenriickstand 


machte nach dem Trocknen iiber Calciumchlorid 10,68°/, des Milzpulvers 
aus, wihrend die danach vorgenommene Extraktion in der Siedehitze 


ne 





') Arch. of Surg. Bd. 12, S. 539 (1926). 
*) Arch. of Internal Medicine, Vol, 39, S. 456 (1927), Chicago. 
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nur noch einen schmierigen Verdunstungsriickstand in einer Menge von 
1,17°/, lieferte. Diese Ergebnisse weichen von denen Epsteins be. 
deutend ab, bei welchem sowohl die 40°-Fraktion als auch die Siede- 
fraktion einen bedeutend gré8eren Trockenriickstand lieferte. Der Unter- 
schied ist jedoch nur ein quantitativer; qualitatiy verhielt sich der 
Alkoholextrakt Klerckers genau so wie der Epsteins. Hervorgehoben 
sei ferner, daB die 40°-Alkoholfraktion von Klerckers Gaucher-Milz 
einen bedeutend héheren Gehalt an Cerebrosid aufwies als die Epsteins, 
niimlich 58,53 °/, gegen 33,47°/,. Auf Milztrockenpulver gerechnet, ist 
jedoch der Unterschied im Gehalt dieses Kérpers in beiden Fiillen nicht 
groB. 6,25°/, Cerebrosid bei Klercker, 8,53°/, bei Epstein. Epsteins 
40°-Alkoholfraktion weist eben einen gréBeren Gehalt an anderen, in 
kaltem Alkohol léslichen Substanzen auf. 


Zur Isolierung der Cerebrosids fillte Klercker die alkoholische 
Lésung ebenfalls mit konzentrierter HgCl,-Lésung, suspendierte den er- 
haltenen Niederschlag in 170°/,igem Alkohol, entfernte mit H,S das 
Quecksilber und dampfte das alkohclische Filtrat ein. Den Riickstand 
krystallisierte er zur weiteren Reinigung unter Verwendung von Blut- 
kohle zweimal aus Alkohol. Das Produkt zeigte jetzt einen Schmelz- 
punkt von 183—184° und verhielt sich auch sonst genau so wie Kerasin. 
SchlieBlich unterwarf Klercker das Cerebrosid auch der Hydrolyse mit 
methylalkoholischer Schwefelsiiure und konnte von den Spaltprodukten 
den Methylester der Lignocerinsiiure und auch das Osazon eines Zuckers 
isolieren. 

Obwohl dieses Untersuchungsergebnis kaum noch einen 
Zweifel dariiber aufkommen libt, daB die isolierte Substanz 
mit dem von Epstein und mir aus der Milz eines anderen 
Falles von Morbus Gaucher isolierten Kerasin identisch ist, 
wandte sich Herr Prof. Klercker trotzdem an mich mit dein 
Ersuchen, den endgiiltigen Beweis fiir die Identitait durch die 
Elementaranalyse zu erbringen, wofiir er mir 2 g eines schon 
vollig farblosen Produktes vom Schmelzp. 180° zur Verfiigung 
stellte. Zur Analyse krystallisierte ich einen Teil davon einmal 
aus Essigester um, welcher sich als Krystallisationsmittel 
besser eignete als Alkohol, und ermittelte den Schmelzp. 183". 
Fiir die Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. 


3,842 mg Substanz gaben 9,71 mg CO, und 3,94 mg H,0. 
7,546 mg verbrauchten bei der N-Bestimmung naci 
K jeldahl-Pregl 1,06 cem n/100-NaOH. 
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C,,H,,O,N + H,O (815,76) Ber. C 69,14°%%, H 11,499, N 1,72°%, 
Gef. ,, 68,93 11,48 1,98. 
4,989 mg Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum bei 125° 


0,103 mg H,0. 
1H,O Ber. 2,21°/, Gef. 2,06°,. 


4,476 mg der getrockneten Substanz gaben 11,61 mg CO, und 
4,54 mg H,O. 
C,;H_,0;N (797,74) Ber. C 70,70°/, H 11,50, 
Gef. ,, 70,74 » 11,35. 
SchlieBlich sprechen fiir die Identitat des Cerebrosids mit 
Kerasin die Reaktion mit konzentrierter Schwefelsiure, die 
Gipsplattenprobe nach Rosenheim’) und das optische Drehungs- 


vermégen. Die Krystallisation aus Essigester — Rosenheim 
verwendet als Krystallisationsmittel Pyridin fiir die Gips- 
plattenprobe — zeigte das fiir Kerasin charakteristische ein- 


heitliche Bild. Der optische Charakter der Lingsrichtung der 
Nadeln, die die Sphirolithe zusammensetzen, ist beim Kerasin 
negativ, im Gegensatz zum Phrenosin (Cerebron). Bei der 
Polarisation wurde schwache Linksdrehung festgestellt. 
Die spezifische Drehung des Praparats in absolut alkohclischer 
Lésung von der Konzentration c = 3,237 betrug diesmal 
‘e}?°’= — 803% In meiner ersten Mitteilung tiber Kerasin 
aus Gaucher-Milz fand ich als spezifische Drehung in absolut 
alkoholischer Lésung bei einer Konzentration von ¢ = 4,115 
Pp’ =—4,20°. Ich mu8B dazu bemerken, dab eine genaue 
Ablesung mangels einer geniigend starken Beleuchtungs- 
elnrichtung auferordentlich schwierig war, was auch fiir die 
in diesem Falle ausgefiihrte Bestimmung gilt. Ubrigens 
schwankt die GréBe der Drehung, wie schon Rosenheim?) 
angibt, mit der Temperatur, der Konzentration und der Art 
des Liésungsmittels ziemlich bedeutend. So betriigt die spezi- 
fische Drehung nach Rosenheim in einer 10°/, igen Pyridin- 
losung[c]!$° = — 2,509, [e]?!” = —3,71—3,78°, wihrend E. Walz°) 


in einer jiingst in dieser Zeitschrift erschienenen interessanten 


f 
| 


‘) Biochem. Jl. Bd. 8, S. 110 (1914). 

*) Biochem. Jl. Bd. 10, S. 142 (1916); zitiert nach H. Thierfelder, 
Handb. der biolog. Arbeitsmeth. Abt. I, Teil 6, S. 159. 

*) Diese Zs. Bd. 166, S. 220 (1927). 
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Arbeit iiber das Vorkommen von Kerasin in der normale, 
Rindermilz bei einer 10°/, igen Pyridinlésung [@}\ = —7,35°, 
bzw. nach nochmaligem Umkrystallisieren [a]! = —9,12° fand. 
In Chloroform, mit einem Zusatz von 10°/, Pyridin, fand 
Rosenheim bei einer 10,04°/,igen Lisung [a)?®=—5,08’, 
wihrend ich bei einem Kerasin aus Gaucher-Milz (c = 2,723) 
[ep = — 10,89° und E. Walz unter denselben Bedingungen 
beim Kerasin aus Rindermilz [a]}}°=— 8,76° fand. Da kaum 
anzunehmen ist, daB verschiedene Isomere des Kerasins vor- 
lagen, und auch an der Reinheit und Kinheitlichkeit der unter- 
suchten Praparate nicht zu zweifeln ist, méchte ich doch an- 
nehmen, daB die groBen Differenzen in bezug auf die spezi- 
fische Drehung des Kerasins auf die Schwierigkeiten einer 
genauen Ablesung der geringfiigigen Drehung  zuriickzu- 
fiihren sind. 

Da es von groBem Interesse war festzustellen, ob neben 
Kerasin in der Gaucher-Milz auch das sonst im Nervengewebe 
weitverbreitete Phrenosin (Cerebron) oder ein anderes Cere- 
brosid gespeichert sei, iiberlieB mir Herr Prof. Klercker auf 
meine Bitte in liebenswiirdiger Weise die noch vorhandene 
zweite Halfte der exstirpierten, in Formalin fixierten Milz zur 
Untersuchung. Er besorgte auch bereitwilligst die Aufarbeitung 
zum ‘Trockenpulver, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle 
bestens danken méchte. Zu diesem Zwecke zerschnitt er die 
Milz in kleine Stiicke und unterwarf diese einer wiederholten 
Behandlung mit Wasser bei Zimmertemperatur und schlieBlich 
zweimal bei 50°C, um das Formalin méglichst zu entfernen, 
und zerkleinerte sie darauf in der Fleischmaschine zu einem 
Brei. Dieser wog 427,7 g und wurde in zwei flachen Schalen 
ausgebreitet und im Faustschen Apparat durch einen Lutt- 
strom von 40—50°C rasch getrocknet. Da das Produkt beim 
darauffolgenden Pulverisieren noch ein wenig nach Formalin 
roch, wurde es wieder in Schalen ausgebreitet und bei 20 
tiber Nacht stehen gelassen, wonach der Geruch vollstindig 
verschwand. Das Trockenpulver wog 98,2 g (22,9°/,). 

Das mir iibersandte Milztrockenpulver wurde vor der 
Extraktion noch feinst zerrieben und dann im Gewicht vor 
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87 g im Soxhlet-Apparat 30 Stunden lang erschépfend mit 
Ather extrahiert. Der verdunstete Riickstand der atherischen 
Lisung wurde vorlaufig noch nicht weiter untersucht. Darauf 
wurde das Milzpulver dreimal mit je 3/, Liter 95°/, igem 
Alkohol unter Erwirmen auf 60°, hiufigem Schiitteln und 
Stehenlassen (insgesamt 30 Stunden LEinwirkungsdauer) er- 
schépfend aufgezogen. Nach der Filtration der alkoholischen 
Liésung schied sich beim Erkalten eine gelatinése gequollene 
Masse aus. 

Nach Absaugen wurde der Riickstand wieder in heiem 
Alkohol gelést, filtriert und beim Abkiihlen eine gelblichweifbe 
Abscheidung einer Gallerte erhalten, die nach dem Trocknen 
im Vakuum iiber Schwefelsiure 7,5 g wog. Das Milzpulver 
wurde schlieBlich mit siedendem Alkohol extrahiert und das 
Filtrat davon mit den Mutterlaugen der ersten Extraktionen 
vereinigt. Das aus dieser Liésung nach dem Ejimengen iso- 
lierte Produkt wog 2,1 g und wurde nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol mit der Hauptmenge, die ebenfalls 
noch einmal umkrystallisiert worden war, vereinigt. Die Ge- 
samtausbeute an jetzt schon fast farbloser Substanz (Roh- 
kerasin) betrug 7,4 g oder 8,5°/, des Milztrockenpulvers. 

Von der Fallung mit Quecksilberchlorid wurde in diesem 
Halle Abstand genommen und die Gesamtmenge nach dem 
Verfahren weiter verarbeitet, das Rosenheim?) zur Trennung 
von Phrenosin und Kerasin bei der Aufarbeitung von Rinder- 
gehirn angewendet hat. 

7,4 g Substanz wurden mit 520 cem Aceton, das 10°/, Wasser ent- 
hielt, bei 56° behandelt und nach 7 Stunden vom ungeldést gebliebenen 
Anteile abfiltriert, der im vorliegenden Falle sehr betrichtlich war und 
5,38 g wog. Sie verhielt sich also anders als beim Rohcerebrosidgemisch 
in Falle Rosenheim. Der unlésliche Anteil, dessen Schmelzpunkt 
zwischen 188 und 191° lag, zeigte nach dem Lésen in Alkohol und 
Wiederausfillen einen Schmelzpunkt von 188°. Er wurde in 18 ccm 


Chloroform bei 60° geldst, mit 27 cem Eisessig versetzt, heif filtriert 
und bei 87° stehen gelassen. Es schied sich ein gelatindser Nieder- 





') Biochem. Jl. Bd. 7, S. 604 (1913); Bd. 8, S. 110 (1914); zitiert 


nach H. Thierfelder, Handb. d. biolog. Arbeitsmeth. Abt. I, Teil 6, 
S. 151. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLXX. 5 
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schlag aus, der nach dem Trocknen bei 190° 3,8 g wog und bei 185° 
schmolz. Dieser wurde nun noch in 24 eem Chloroform gelést, mit 
36 cem Aceton versetzt und bei 37° iiber Nacht stehen gelassen. Der 
ausgeschiedene Niederschlag schmolz nach dem Trocknen bei 183—185° 
(Kerasin). 

Das Filtrat von dem in wasserhaltigem Aceton bei 56° unléslichen 
Anteile blieb bei 37° 48 Stunden stehen, wobei sich 0,8 g eines Nieder- 
schlages ausschieden, welcher nach Rosenheim hauptsiichlich Phrenosin 
enthalten sollte (Phrenosinfraktion). Aus dem Filtrat davon schieden 
sich nach 24 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 0,5 g eines Pro- 
duktes ab, das den auffallend hohen Schmelzpunkt von 201—204° auf- 
wies und hauptsichlich Kerasin enthalten sollte (Kerasinfraktion). Die 
Phrenosinfraktion wurde in 5 ccm Chloroform bei 60° gelést, 7 cem auf 
60° erwirmter Eisessig zugesetzt und tiber Nacht bei 37° stehen ge- 
lassen, ohne daB eine Ausscheidung eintrat. Daher wurde dann auf 
Zimmertemperatur abgekiihlt. Der Schmelzpunkt dieser Ausscheidung 
lag bei 188—190°. Die Kerasinfraktion wurde ebenso mit Chloroform 
und Eisessig behandelt. Auch hier schied sich erst beim Stehen bei 
gewohnlicher Temperatur ein gelatindser Niederschlag aus, der sich 
schwer absaugen lieB und nach dem Trocknen im Vakuum bei 192 bis 
194° schmolz. 


Alle diese Fraktionen wurden nach Rosenheim mit der 
Gipsplattenprobe untersucht. Allerdings verwandte ich hierfiir 
Krystallisationen aus Essigester, die durch sehr langsames 
Abkiihlen der heiBen Lésungen gewonnen wurden. In keiner 
der Fraktionen waren Krystalle zu finden, die auf Vorhanden- 
sein von Phrenosin hitten schlieBen lassen. Im Polarisations- 
mikroskop zeigten nach Einfiihrung eines Gipsplattchens mit 
Rot I iiber dem Polarisator diagonal zu den Polarisations- 
ebenen der gekreuzten Nicols die Sphirolithe im linken oberen 
und rechten unteren Quadranten die Additionsfarbe Blau, in 
den beiden anderen Quadranten die Subtraktionsfarbe Gell), 
was bei Kerasin, bei dem der optische Charakter der Liings- 
richtung negativ ist, zutrifft. Ubrigens sank der Schmelzpunkt 
der héchst schmelzenden Fraktion nach dem Umkrystallisierer 
aus Essigester rasch auf 184—185°. Damit ist ziemlich ein- 
deutig bewiesen, daB an der Cerebrosidspeicherung be! 
Morbus Gaucher, so weit die Fille bisher chemisc} 
untersucht wurden, ausschlieBlich Kerasin und nicht 
Phrenosin (Cerebron) beteiligt ist. Ungeklart sind nu’ 
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die hohen Schmelzpunkte einzelner Fraktionen, die sich dem 
Schmelzpunkte des Phrenosins stark nihern und die daher 
anfangs die Vermutung aufkommen lieBen, da8 auch Phrenosin 
vorhanden sein kénne. Das optische Verhalten (Gipsplatten- 
proben und Polarisation) schlie8en jedoch Phrenosin aus. 

SchlieBlich wurde von einem noch weiter gereinigten 
Anteil der Hauptmenge (aceton-unléslicher Anteil) die Klementar- 
analyse ausgefihrt. 

4,970 mg Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum bei 125° 
0,119 mg H,0O. 

4,851 mg der getrockneten Substanz gaben 12,52 mg CO, und 
4.82 mg H,O. 

C,,H,,0,N + H,O Ber. H,O 2,21°/, Gef. 2,39°/,. 
C,,H,,0,N » © 70,70,  H 11,50%, 
Gef. ,, 70,39 ~ ee 

Kinige Elementaranalysen von den friiher angefiihrten 
Fraktionen ergaben durchwegs etwas zu niedrige Kohlenstoff- 
und Wasserstofiwerte, die auch niedriger waren, als sie dem 
Phrenosin zukommen. Hs ist ihnen also eine ganz geringe 
Menge einer erst durch oftmaliges Umkrystallisieren abzu- 
trennenden Substanz mit niedrigem Kohlenstoffgehalt bei- 
gemengt. 
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Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 
V. Mitteilung. 


Das Vorkommen der Arginase im Blut und die Beeinflussung 
ihrer Wirkung durch Serum.’) 
Von 
S. Edlbacher, F. Krause und K. W. Merz. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1927.) 


Nach friiheren Untersuchungen, die der eine von uns (E.) 
mit Réthler ttber das Vorkommen der Arginase im tierischen 
Organismus angestellt hat, findet sich dieses Ferment nicht im 
Blute der im folgenden angefiihrten und damals untersuchten 
Tiere: Hund, Katze, Kaninchen, Meerschweinchen, Maus, Ratte, 
Huhn, Taube und Gans. 

In Fortsetzung dieser Studien hat sich nun ergeben, dafi 
die Arginase doch bei einigen Siugern im Blute nachzuweisen 
war, und zwar fanden wir das Ferment im Blute von: Mensch, 
Rind, Hammel und Schwein. 

Kine Beziehung phylogenetischer oder sonstiger Art be- 
ziiglich des Vorkommens im Blute der verschiedenen Arten lies 
sich nicht feststellen. Der Unterschied im Arginasewert von 
Siugern und Végeln, der bei letzteren etwa 500 mal geringer 
ist als bei ersteren, sowie dessen Abhingigkeit vom Geschlecht 
der untersuchten Tiere, der sich aus unseren friiheren Unter- 
suchungen ergeben hat, konnte hier nicht aufgestellt werden. 





1) Diese Zs. Bd. 145, S. 69 (1925); Bd. 148, S. 264, 278 (1925): 
Bd. 167, 8. 76 (1927). 
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Wir beniitzten bei unseren Versuchen die in den friiheren 
Abhandlungen schon beschriebene Methode der Zerlegung des 
gebildeten Harnstoffs durch Urease und nachfolgender Titration 
des abdestillierten Ammoniaks. 

Wird defibriniertes Menschen-, Rinder-, Hammel- oder 
Schweineblut bei p,, = 9,5 mit Argininlésung bei 38° stehen 
gelassen, so wird etwa 30°/, des angewendeten Arginins in 
Harnstoff und Ornithin zerlegt. Zentrifugiert man aber die 
Erythrocyten aus dem Blute aus und wascht sie mehrmals 
mit Ringerlésung, so bewirken diese vom Serum befreiten 
Koérperchen bei sonst gleichen Bedingungen eine Arginase- 
spaltung, die bis zu 70—80°/, des zugesetzten Arginins steigt. 


Tabelle I. 


Ansitze: 5cem 1°/,ige Argininlésung, 5 cem Puffer py = 9,25, 1 cem 
Blut, bzw. 1 ccm auszentrifugierte, zweimal mit Ringerlésung 
gewaschene Blutkérperchen. 

Zur Himolyse wurde auf 1 ccm Blutkérperchen 4 ecm 
Wasser verwendet. 


Es zerlegten vom zugesetzten Arginin in Prozenten: 








in Menschen- Rinder- Rinderblut- 
Stunden blut blut kérperchen 
1 1,6 0,8 43,6 
2 8,6 5,6 55,2 
3 4,8 11,2 80,4 
4 7,2 13,2 — 
5 14,4 18,0 81,2 
7 18,4 22,4 82,4 
9 20,0 28,0 84,4 
12 22,8 36,4 85,2 
24 44,8 49,4 86,4 











Dieser Unterschied in der Wirkung zwischen Erythrocyten 
und Blut fiihrte uns zu der Entdeckung, daf die Arginase, 
die in den Blutkérperchen enthalten ist, durch die Gegenwart 
von Serum stark gehemmt wird. 

Da wir anderseits schon vor zwei Jahren’) die Beob- 





1) Diese Zs, Bd. 148, S. 273 (1925). 
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achtung gemacht hatten, da8 Hiihnernierenarginase durch 
Hiihnerserum gehemmt wird, so unterzogen wir die Wirkung 
der Arginase bei Gegenwart von Serum einer systematischen 
Priifung: Durch ein groBes Versuchsmaterial, das wir hier 
nur auszugsweise mitteilen wollen, konnten wir eine Reihe 
von GesetzmiBigkeiten beziiglich der Serumhemmung fest- 
stellen. 

Es muBten zunichst die Bedingungen, unter denen die 
Hemmung erfolgt, ermittelt werden, und zweitens war zu ent- 
scheiden, ob beziiglich der Tierart, aus der das Ferment bzw. 
das Serum stammten, Unterschiede in der Hemmung erkennbar 
waren oder nicht. 


EKinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Hemmung. 


Wir lieBen auf Arginase verschiedenster Provenienz das 
Serum bei p, = 6,5, 7,34 und 9,25 einwirken. Durch unsere 
friiheren Untersuchungen mit Simons (a.a.0O.) hatten wir schon 
festgestellt, daB das Optimum bei 9,0—9,5 liegt. Eine stirkere 
alkalische Reaktion interessierte uns nicht, da sie unphysio- 
logisch ist, wohl aber war es wichtig, die Reaktion bei neu- 
tralem und schwach saurem p,, zu untersuchen, da diese im 


Tabelle IL. 


Hemmung von Rinderblutkérperchenarginase durch Rinderserum bei 
Pu = 6,5, Po = 7,34, Py = 9,25. 
Ansitze: 4cem Wasser zur Hiimolyse; 1 eem Blutk6érperchen, 5 ccm 
Pufferlésung; 5ccm 1°/,ige Argininlésung; 2ecm Serum bzw. 
Ringerlésung. 





Es ergab sich bei der Spaltung n/50-NH, in Kubikzentimetern bei: 

















in Pa = 6° te TO. Sli. oll 
Stunden ohne mit ohne mit ohne mit 
Serum | Serum | Serum | Serum | Serum | Serum 

5,2 5,2 4,5 6,5 11,8 | 7,0 

6,5 1,4 7,1 8,8 14,4 | 9,3 

5 8,6 7,1 8,9 14,8 15,2 | 12,2 

24 12,1 16,8 10,4 15,3 193 | 13,6 
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Blute und im Gewebe auftreten kann. S. Hino hat von dhn- 
lichen Gesichtspunkten ausgehend, mittels der Formolmethode 
auch bei neutraler Reaktion Hunde und Kilberserum auf 
Leberarginase einwirken lassen, Er fand keine Hemmung.’) 

Trigt man die in der Tabelle II enthaltenen Werte der 
Spaltung in ein Koordinatensystem ein, so erhilt man das 
nachfolgende Bild. 





a 
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Fig. 1. Rinderbluterythrocyten + Rinderserum. 


Ks ist daraus ersichtlich, dab die Hemmung bei p,, =9,25 
sehr stark ist und da bei neutraler und saurer Reaktion 
durch Serum eine Aktivierung der Fermentwirkung stattfindet. 
Wir haben diese Abhingigkeit der Hemmung von der Wasser- 
stoffionenkonzentration in einem groBen Versuchsmaterial immer 
wieder gefunden. Es zeigte sich dabei in allen Fillen, bei 
denen Serumhemmung eintritt (siehe unten), die stiirkste Hem- 
mung im alkalischen Bereiche und Aktivierung im sauren 
Bereiche, wihrend die Werte bei neutraler Reaktion manchmal 
Hemmung, oder keine Anderung, oder schwache Aktivierung 
zeigen. 

Die Zeit, in der sich die Hemmung maximal auswirkte, 
betrug unter den gewihlten Versuchsbedingungen 7—8 Stunden 
(siche Fig. 1). In lingeren Zeitriumen konnten wir meistens 
keine Anderung mehr feststellen. 


*) Biochem. Jl. Bd. 7, S. 335 (1926). 
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Beziiglich der Serummengen ergab sich ein héchst charakte- 
ristisches Verhalten: Setzt man Versuchsreihen an, bei denen 
steigende Serummengen auf je die gleiche Arginasemenge 
wihrend gleicher Zeitintervalle einwirkt, so zeigt sich, daB die 
Hemmung nicht iiber einen bestimmten Wert steigt, auch 
wenn die mehrfache Menge an Serum zugegen ist. Wir geben 
hier einige von diesen Versuchen wieder: 


Tabelle ILI. 
Rinderleberextrakt und Rinderserum. 
Dauer = 8 Stunden, 38°, py = 9,25. 
Ansiitze: 5cem Arginin+5 ecem Puffer+1ceem Arginase (Leber 1:100). 





0,5 eem Serum 7,48 
10 , ” 7,40 
i ie 7,45 
0 ™ 7,50 
re 7,55 
a ie 7,35 
4,0 ,, ” 7,39 
aS ae 7,45 





Tabelle IIIa. 


Hemmung von Ginsenierenarginase durch Kaninchenserum. 
Dauer = 3 Stunden, 38°, py = 9,25, je 1 cem Nierenextrakt 1: 1, 
sonst wie Tab. 3. 





ecm Verbr. ccm 

Serum n/50-Siiure 
0 13,0 
0,5 10,2 
1,0 9,2 
1,5 8,3 
2,0 7,8 
3,0 1,5 
4,0 7,6 
6,0 7,5 
8,0 1,5 
10,0 7,5 








rn, 


ry) 
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Aus dem ersten Versuche ist ersichtlich, daB schon 0,5 cm 
Serum geniigt hatten, um die Hemmung maximal zu gestalten, 
wihrend bei dem Versuche mit Ginsenierenarginase nach 


Fig. 2. Gdansenierenarginase + Kaninchenserum. 
o 


Zusatz von 3 ccm Serum maximale Hemmung eintrat. Bei 
diesen und den folgenden Versuchen wurden die Volumina 
immer durch Zusatz von entsprechenden Mengen Wasser vor 
dem Versuche auf das gleiche Volumen gebracht. 


Tabelle IV. 


Rinderleber—Rinderserum. 


Ansitze: 5ecm Arginin+5 cem Puffer+1,2 cem Arginase (Leber 1:100). 





0,0 cem Serum 12,05 
5 ™ ‘in (1 : 100) 11,95 
1 ‘a ‘“ (1 : 10) 12,2 

8 - - (1: 10) 10,98 
5 “ = (1:10) 10,40 
1 " » (unverdiinnt) 10,10 
2 99 99 99 9,73 
3 99 99 99 9,38 
4 5 9 9 9,36 
5 ” is o 9,47 





Die maximale Hemmung war nach Zusatz von 2 ccm 


Serum eingetreten. In ganz ahnlicher Weise hemmte Kaninchen- 
serum Rinderleberarginase: 


1 tnt A A A aA 


sk Crea ea he LOE CALI ILE LALA oe 


AER RT TNE OD, 


ee 








ne ay mi 


NEAL SORE 











74 S. Edlbacher, F. Krause und K. W. Merz, 


Tabelle V. 


Rinderleber-Kaninchenserum. 
Ansitze: 5cecm Arginase+5 ccm Paffer+1cem Arginase (Leber 1: 100), 





0 cem Serum 10,94 
1 4, 5, (1: 100) 11,25 
5 4 y (12100) 11,03 
1. 45, (1:10) 11,27 
BS ws ‘is (1 : 10) 9,9 

1,0,, »  (unyerdiinnt) 8,67 
1,7 ” ” ” 1,64 
2,0 ,, ” ” 7,52 
3,0 5, ” ” 7,44 
4,0 ., ” ” 7,46 





Maximale Hemmung nach 1,7 ccm Serum. 
Uber die Deutung dieser Versuche wird weiter unten noch 
gesprochen werden. 


Artspezifitait der Hemmung. 


Es waren zwei Fragen zu entscheiden, und zwar erstens, 
ob alle Sera gleichmifig hemmen, und zweitens, welche 
Arginaseextrakte von den verschiedenen Sera gehemmt werden. 
Um einen Uberblick iiber diese Verhiltnisse zu erhalten, 
waihlten wir vier verschiedene Tierarten: Rind, Schwein, Hund 
und Kaninchen. Rinder- und Schweineblut enthalten Arginase, 
Hunde- und Kaninchenblut keine. Alle vier Arten zeigen 
natiirlich in der Leber eine starke Arginasespaltung. A priori 
hitte sich vermuten lassen, daB nur das Serum der blut- 
positiven Tiere hemmend wirkt. Das Experiment zeigte aber, 
daB dieser Unterschied sich nicht in dem Serum selbst auswirkt. 
(Siehe Tab. VI u. VII S. 75.) 


Es ergab sich also: 


Rinderarginase von Blut und Leber wird von allen vier 
untersuchten Sera gehemmt. 

Kaninchen- und Hundeleberarginase in keinem F alle. 

Schweineerythrocyten und Leber nehmen zwischen diesen 
Extremfillen eine Mittelstellung ein, indem die Hemmung 
meistens wohl nachweisbar, aber nur schwach war. 
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Tabelle VI. 
Hemmung von Arginase verschiedenen Ursprungs durch verschiedene 
Sera bei py = 9,25 nach 8 Stunden, 38°. 


Die Zahlen bedeuten °/, Hemmung, wenn die Spaltung ohne Serum 
jeweils als 100°/, ige gerechnet wird. 
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Aus diesem Befunde folgt also: 
1. Die Hemmung durch Serum ist nicht artspezifisch. 
Einerlei, ob im Blute Arginase enthalten ist oder nicht, kénnen 
alle Sera Rinderarginase hemmen. 
2. Es gibt Arginasen, die sich durch Serum hemmen 
lassen (Rind) und solche, die tberhaupt durch Serum nicht 
beeinflu8t werden (Hund, Kaninchen). Eine Zwischenstellung 
nehmen Blut- und Leberarginase des Schweines ein. 
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3. Es besteht eine Ubereinstimmung beziiglich der Hemm- 
barkeit der Arginase und dem Vorkommen im Blute: Das 
Rind baut in seinen Erythrocyten sehr stark ab, dementsprechend 
wird Rinderarginase durch Serum am starksten gehemmt. Hund 
und Kaninchen, als vollkommen blutnegativ, lassen sich tiber. 
haupt nicht hemmen, wihrend das Schwein in seinen Erythro- 
cyten wohl deutlich nachweisbar Arginin abbaut, aber ver- 
hiltnismiBbig schwach. Dementsprechend nimmt es zwischen 
Rind und Hund, Kaninchen eine Mittelstellung ein. 


Wird Rinder- bzw. Kaninchenserum bei 55, 70 und 90° 
inaktiviert, so geht damit seine Hemmungsfihigkeit gegen 
Rinderblut und Leberarginase nicht verloren, 

Unwirksam erwies sich dagegen ein Serumkochsaft, der 
von dem Koagulum abzentrifugiert war. Der Hemmungs- 
kérper ist also hitzebestindig und scheint an das Kiweib- 
koagulum adsorbiert zu sein. Die Andeutung einer Hemmung 
wird auch erhalten, wenn statt Serum Wittepeptonlésung oder 
Gelatine zugesetzt wird. 

Die Deutung der mitgeteilten Versuchsergebnisse ergilt 
in verschiedener Hinsicht neue Ausblicke. 

Es erinnert das Auftreten der Arginase im Blute ver- 
schiedener Siuger an gewisse T'atsachen der Serologie. ‘5o 
enthalten manche Siugersera Komplemente, andere wieder 
nicht. 

Es zeigte sich, daB die Arginasereaktion bei verschiedenen 
Tieren hemmbar ist, bei anderen nicht. Da es sich jedesmal 
um dieselbe chemische Reaktion, die Spaltung des Arginins in 
Harnstoff und Ornithin handelt, so wird man wohl nicht 
verschiedene Fermente anzunehmen haben, sondern es 
miissen die Begleitstoffe des Fermentes, die sogenannten 
Coadsorbentien sein, welche die Spezititit der Hemmungs- 
reaktion bewirken. In Blut und Leber des Rindes und auch 
des Schweines, sowie beim Menschen muB ein Ké6rper vor: 
handen sein, der die Bindung mit dem Hemmungskorper 
bewirkt. 
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Es wire ein System: 

Hemmungskérper—Coadsorbens —F'erment 
anzunehmen. 

Das zur Hemmung spezifisch notwendige Zwischenstiick, 
das Coadsorbens, fehlt nun bei den beiden Tierarten, die 
in den Erythrocyten keine Arginase enthalten, bei Kaninchen 
und Hund. 

Uber die Natur dieses Begleitstoffes kénnen wir jetzt noch 
nichts Sicheres aussagen. Nach dem Adsorptionsverfahren, das 
fiir die Reinigung der Arginase von Edlbacher und Simons’) 
ausgearbeitet wurde, liBt sie sich ziemlich weitgehend reinigen. 
Solche gereinigte Fermentlésungen geben nur ganz schwache 
KiweiBreaktion. Es zeigte sich nun, daB eine derartig ge- 
reinigte Fermentlésung von Rinderarginase noch stark durch 
Kaninchenserum gehemmt wurde. Dieser Versuch spricht aber 
durchaus nicht gegen die ausgesprochene Ansicht, daB es ein 
spezifisches Coadsorbens ist, durch das die Hemmungsreaktion 
erméglicht wird, denn dieser Kérper steht wahrscheinlich in 
festerer Assoziation mit dem Ferment, so daB er durch das 
Reinigungsverfahren eben nicht abgetrennt wird. Wir sind 
mit diesem Problem noch beschiftigt. 

Das System: Hemmungskérper des Serums, Coadsorbens, 
Ferment zeigt eine auffallende Ahnlichkeit mit den sero- 
logischen Begrifien Komplement und Amboceptor, die 
hier sozusagen in einem rein chemischen Modell vorliegen. 
Wir méchten zu diesen hier ausgesprochenen Gedanken aber 
noch nachdriicklichst bemerken, daB sie natiirlich nur eine der 
Erklirungsméglichkeiten darstellen. 

Die Beeinflussung der Hemmungsreaktion durch die 
Wasserstoffionenkonzentration bildet einen feinen Regulations- 
mechanismus des Stoffwechsels. Bei steigender Alkalitit wird 
der Arginasezerfall heruntergedriickt, es bildet sich weniger 
Harnstoff, wihrend umgekehrt das Auftreten von Wasserstoff- 


ionen die Bildung yon Harnstoff und basischem Ornithin be- 
giinstigen. 


') Diese Zs. Bd. 167, S. 76 (1927). 
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DaB sich dieser Regulationsmechanismus nur bei gewissen 
Siugern vorfindet, zeigt hier wieder, welche groBe Verschieden- 
heiten beziiglich des KiweiBstoffwechsels zwischen den einzelnen 
Klassen der Saiuger bestehen. 

Wir hoffen, durch den Ausbau dieser Untersuchungen, dic 
angedeuteten Probleme einer exakt chemischen Bearbeitung 
zuginglich zu machen. 

Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft, der wir dafiir an dieser 
Stelle unsern Dank aussprechen. 








FinfluB fettléslicher Vitamine und Faktoren auf den 
Gehalt des Rattenblutes an gesamter und anorganischer 
Phosphorsaure. 

Von 


Hans y. Euler, Thor Lévgren und Margareta Rydbom. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juli 1927.) 


Wie vor einiger Zeit Euler und Myrbick?) in der Ein- 
leitung zu einer Mitteilung iiber ,,Phosphat- und Calciumgehalt 
im Blut von Meerschweinchen und Ratten bei wechselnder 
Zufuhr von C- und A-Vitamin“ hervorgehoben haben, ,,ist es 
eine nicht zu umgehende Aufgabe der chemischen Vitamin- 
forschung, die mit den Avitaminosen verkniipften chemischen 
Vorginge méglichst exakt zu prizisieren, so daB die Vitamin- 
wirkung der quantitativen Messung zuginglich wird.“ Der- 
artige Messungen sind wohl nur ,,in vitro“ méglich. 

Das die Rachitis hemmende und heilende Vitamin ist?) 
offenbar ein wichtiger Faktor bei der Regulierung des PO,- 
(sehaltes im Blut hdherer Tiere; welche anderen Stoffe dabei 
mitwirken, ist noch nicht méglich zu entscheiden. Jedenfalls 





) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 148, $. 180 (1925). 

2) Wir haben friiher das anti-rachitische Vitamin unter der Be- 
zeichnung A 1 von dem fettléslichen Wachstumsfaktor 1D unterschieden 
‘siehe hierzu Euler u. Lindstal, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 12 (1924) sowie die Monographie des einen von uns: Vitaminer och 
Tillvixtfaktorer, Stockholm 1924] und wir wiirden auch die Bezeich- 
nungen des fettléslichen und des wasserléslichen Wachstumsfaktors mit 
dem gleichen Buchstaben als die folgerichtigste Kennzeichnung beibehalten 
haben. Nur in Riicksicht auf die wiinschenswerte Einheitlichkeit der 
Terminologie in der gesamten Vitaminliteratur haben wir uns ent- 
schlossen, den Buchstaben D fiir das anti-rachitische Vitamin zu iiber- 
nehmen [vgl. diese Zs. Bd. 169, S.5 (1927)}. 
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ist eine der grundlegenden Aufgaben die Feststellung der Nor- 
malwerte und der bei Rachitis und Osteopathie zu erreichen- 
den Grenzwerte an freiem und gebundenem Phosphor. In der 
angefiihrten Untersuchung von Euler und Myrbick sind 
bereits die wichtigsten der friiheren Untersuchungen auf diesem 
Gebiet erwihnt worden, und zwar hinsichtlich Ca von Rona, 
Tisdall, Howland u. Kramer, Kylin, Sherman und Mac 
Leod, Hess und Kilian, O.af Klercker u. a., hinsichtlich 
PO, von Howland u. Kramer, Hess und Mitarbeitern, R obi- 
son und Mitarbeiter, Kay u. a. Fiir unsere Versuche ist die 
Arbeitshypothese maBgebend gewesen, daB das anti-rachi- 
tische Vitamin in Enzymreaktionen eingreift, welche 
mit Phosphatiden und fettliéslichen Phosphorsiure- 
derivaten als Ausgangsmaterial an der Resorption der 
Phosphate, der Bildung der Knochensubstanz und der 
Regelung des Ca-PO,-Gleichgewichtes im Serum und 
im Knorpelgewebe beteiligt sind. 

In Anbetracht der gegenseitigen Beziehungen, welche wir 
zwischen den Wirkungen des anti-rachitischen und des anti- 
skorbutischen Vitamins finden, untersuchen wir, ob nicht das 
anti-skorbutische Vitamin gleichzeitig in uhnlicher Weise aun 
der Knochenbildung dadurch mitwirkt, daB es die enzymatisclie 
Spaltung wasserléslicher Phosphorsiiureester als Aktivator. be- 
einfluBt. +) 

Am meisten unterscheidet sich unsere enzymchemische 
Hypothese iiber die Rolle des anti-rachitischen Vitamins von 
denjenigen Auffassungen, welche die Léslichkeiten der Cal- 
cilumphosphate im Serum als die allein maBgebenden Groében 
fiir die Knochenbildung betrachten. Wir meinen hingegen, 
daB zwar zweifellos in einem gewissen Reaktionssta- 
dium der Knochenbildung das durch die anwesenden 
Proteine modifizierte Gleichgewicht zwischen Cal- 
ciumionen, Phosphationen und Calciumphosphaten 
auf den Vorgang der Knochenbildung bestimmend ein: 
wirkt, daB aber die bis jetzt angestellten Berechnungen des- 


') Siehe hierzu Euler und Olof Swartz, Sv. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi Bd. 9, Nr. 21 (1925). 
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wegen noch nicht zutrettend sein kénnen, weil in der Cartilago 
und in den Epiphysen eine Reihe chemischer Vorginge 
tattfinden, durch welche die Konzentrationen dieser 
heiden Jonenarten ganz andere werden als diejenigen, 
welche man bis jetzt angenommen hat. Deswegen lassen sich 
Ergebnisse der Léslichkeitsberechnungen yon Ca im Blut- 
plasma, welche Rona und Takahashi’), sowie Brinkman 
und van Dam?) angestellt haben, sowie die Ergebnisse der 
au sich wertvollen Untersuchungen von Adler’*), Hardy), 
Pauli und Samec®) u.a. iiber die Ca-PO,-Gleichgewichte in 
egenwart von KiweiBkérpern noch nicht zu einer quantitativen 
Behandlung des Problems der Knochenbildung verwerten®, 


4 
1 


um so weniger, als ja in die Knochensubstanz auch organische 


\ 


‘alze eingehen. 

Die kolloidchemischen Erérterungen des vorliegenden Pro- 
hlems durch R. KE. Liesegang‘) lassen fir die rein <ehaaidicibia 
Prozesse der Knochenbildung zu wenig Raum. Auf die be- 

kenswerte Behandlung der Calcifikation durch E. Freuden- 
erg und Gyérgy*) wollen wir an anderer Stelle niher ein- 


‘ 
»?) yy) 
Cnen. 


Wa as die hier in Erwigung gezogene Rolle.des C- Vita- 


nines als Aktivator einer enzymatischen Reaktion betriift, als 
velche ares der Spaltung der Nucleotide besonders diejenige 


hohlehydratphosphorsiiuren in Betracht kommt, so mub 
uf die grundlegenden Arbeiten von R. Robison’) hingewiesen 





'y Rona u. Takahashi, Biochem. Zs. Bd. 49, 8.370 (1913). 
*) Brinkmann u. van Dam, Proe. Akad. vy. Wetensch. Amster- 
iam Bd. 22, S. 762 (1920). 
') Adler, JJ. Amer. Med. Assoc, Bd. 2, 8S. 752 (1908). 
‘) Hardy, Jl. of Physiol. Bd. 33, 8. 251 (1905). 
») Pauli u. Samece, Biochem. Zs. Bd. 17, 8.233 (1909). 
*) Vel. auch die sehr bemerkenswerten Studien iiber die Léslich- 
<elt von Calciumphosphat von Sendroy jr. u. A. B. Hastings, Jl. of 
ol. Chem. Bd. 71, S.783 (1927). 
‘ R. E. Liesegang, Biochem. Zs. Bd. 145, S. 86 —— 
) F reudenberg u. Gyérgy, Biochem. Zs Ba. 142, 8. 407 (1923): 
Bd. 147, $. 191 (1924). 
*) R. Robison, Biochem. Jl. Bd. 17, 8.286 (1923); Kay u. Robi- 
nm, a. a. QO. Bd. 18, 5.755 (1924); Kay, a. a. O. Bd. 19. 8. 447 (1925). 
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werden, welcher in der knochenbildenden Cartilago bei Ratten 
eine Phosphatase auffand, und demgemiB Hexose-Mono-phos- 
phorsiure in Beziehung zur Knochenbildung stellte. Unter den 
zahlreichen Arbeiten, welche daran ankniipfen, sei besonder:; 
die von Shipley, Kramer und Howland?) erwihnt. ,,Calci- 
fication occurs in vitro apparently exactly as it does in vivo 
In aquous solutions it occurs rather rapidly only when the 
concentration of the bone-forming constituents and the reaction 
are nearly those of normal serum. Calcification is delayed by 
the addition of egg-albumin and completely inhibited by heat, 
by cold and by protoplasma poisons.‘ 

it is impossible to advance any theory to explain th 
selective deposition of the calcium salts. The process is 
clearly not one of simple precipitation. It depends upon the 
activity of living tissue. It cannot occur unless the concen- 
tration of calcium and phosphorus in the serum and _ presu- 
mably in the fluid bathing the cells exceeds a certain minima! 
value.“ 

Indem wir Howland?) Kramer u. a. darin beistimmen. 
daB bei der Rachitis die direkte Stérung in der anormalen 
Konzentration von PO, und Ca im Blute liegt, nehmen wir 
an, daB die Enzymsysteme, welche das Gleichgewicht zwischen 


organischem und anorganischem PO, einstellen, gestiért sind, | 
und zwar durch die veranderte Konzentration der als enzy- 
matische Hilfsstoffe bzw. Biokatalysatoren wirksamen Vitamine. 

Wir ziehen dabei beziiglich der rachitischen Anomalien als 
enzymatische Substrate die Phosphatide in Betracht, und ferne J 
die Phosphorsiurederivate von Sterinen (Kuler und Bernton u 
sanasre ie See eee es ogee i 
Besonders sei noch darauf aufmerksam gemacht, daB nach Kay uni d 


Robison die Phospholipine durch die Knochenphosphatase nicht hydro- 
lysiert werden. 

') Shipley, Kramer u. Howland, Biochem. Jl. Bd. 20, §. 379 
(1926). Auf die wichtigen Beitrige von Hess und Mitarbeiter beziig- 


lich des PO,-Gehaltes im Blut bei Rachitis haben wir schon in der ot 
vorhergehenden Mitteilung (Euler u.Myrbick, a.a.Q.) hingewiesev. m 
*) Howland, Marriott u. B. Kramer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 68. = 


S. 721 (1926). — Siehe auch Howland, Asher-Spiros Ergebn. d. Physiol. 
Bd. 25, S. 517 (1926). 
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und von solchen Fetten, welche der Oxydoreduktion und der 
Kinwirkung der Peroxydase unterliegen. 

Die Anzahl der die Phosphatkonzentration im Blut be- 
stimmenden Faktoren ist noch weit griBer, als friiher an- 
genommen wurde. Neben der Ca- und PO,-Zufuhr und neben 
der Kinnahme von anti-rachitischem Vitamin kommen noch 
andere Vitamine —- und zwar in erster Linie C (ferner auch 
der fettlésliche Wachstumsfaktor A) in Betracht, wie der eine 
von uns friiher gefunden hat.?) 

Ks ist ferner bekannt, daB als wesentlicher Faktor die 
Bestrahlung der lebenden Individuen mit kurzwelligen Strahlen 
hinzutritt, und zwar muB man hier — nach den sehr inter- 
essanten Arbeiten von Hess”), Windaus, Rosenheim und 
ihren Mitarbeitern ~- die Aktivierung des Ergosterins (Provita- 
mins) annehmen.*) Dabei tritt die Frage in den Vordergrund, 
in welchem Grade der tierische Organismus imstande ist, das 
anti-rachitische Provitamin selbst zu bilden; eine entsprechende 
Bildung des fettléslichen Wachstumsfaktors ist als wahr- 
schemlich zu bezeichnen (Kuler und Rydbom.*)) — Ejinen 
interessanten Versuch zur Aufstellung einer Ergosterin-Bilanz 
verdankt man H. Beumer [Klin. Woch. Bd. 6, 8. 941 (1927)}. 

Unter den Faktoren, welche auBerdem fiir die PO,-Konzen- 
tration im Blut in Betracht kommen, seien erwiihnt die N-Bilanz, 
der Cholesteringehalt und die Zufuhr und Bildung von Hormonen. 

In Anbetracht dieser vielen Variablen ist unser Versuchs- 
material noch zu unzureichend, um die PO,-Konzentration zum 
Ausgangspunkt von quantitativen Uberlegungen zu machen, 
und muf also in dieser Hinsicht noch erweitert werden. Eine 
Paralielitiit zwischen den histologischen Veriinderungen und 
dem Gesamt-PO,-Gehalt des Blutes besteht sicher 


') Euler, Widell u. Erikson, Diese Zs. Bd. 144, 8. 123 (1925). 

*) Hess u. Windaus, Proe. Soe. exp. Biol. a. Med. Bd. 24, 8. 171, 
s69 u. 461 (1926/27), — Windaus u. Hess, Nachr. Gott. Ges. d. Wiss. 
math.-physik. K1. 1926, S.175 (1927); Rosenheim u. Webster, Bio- 
m. Jl. Bd.21, §.389 (1927). 

*) Vgl. die therapeutischen Ergebnisse von P. Gyérzy, Klin. Woch. 
Bd. 6, S. 580 (1927). 
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nicht.!) Im allgemeinen sinkt, wie auch aus friiheren Unter- 
suchungen (Howland, Kramer u.a. Forschern?) hervorgeht, de) 
Gehalt des Serums an anorganischem Phosphat auch be: 
,P-armer® Rattenrachitis und steigt bei der Heilung. Nach unsere: 
Ergebnissen wollen wir aber noch nicht entscheiden, ob de: 
Serum-Phosphatgehalt ein genaueres oder zuverlissigeres Ma 

der GréBe der rachitischen Veriinderungen liefert, als das histo 
logische Bild oder als der Ca-Gehalt der Knochen. Da: 
organische Phosphat in den roten Blutkérperchen und in de 

Leukozyten, das sich aus einem (kleineren) unléslichen un 

einem (gréBeren) léslichen Teil zusammensetzt (Nucleinsiiure 
derivate, Phospholipine, Kohlehydrat—Phosphorsiiureester) var 

iert, wie tibrigens auch das anorganische Phosphat, nicht nw 
mit dem Alter und mit der Nahrung (besonders der Kohl: 

hydrateinnahme), sondern wird auch sehr rasch und individue' 
durch die Narkotisierung beeinfluBt, wie schon Robison an 
Kaninchen gefunden hatte. Jedenfalls kénnen nur an Tiere) 
gleichen Alters und gleichen Stammes nach vollkommen ana- 
loger Behandlung aus dem Serum-Phosphatgehalt quantitati' 

Schliisse auf die Wirkung anti-rachitischer Vitamine gemacl. 
werden. Bemerkenswert ist die von A. Webster u. L. Hi! 
(Brit. Med. Jl. 3360, 1925) beobachtete starke Ca- und PO 

Retention. 


Zur Methodik der Rattenversuche. 

Beziiglich der Zusammensetzung der Grundnahrung kann 
auf die Angaben der vorhergehenden Mitteilungen dieses Labor: 
toriums itiber Wachstumsfaktoren verwiesen werden. Die Gruni- 
nahrung (Korenchevsky-Goldblatt?’) enthielt wie frither 5° 


') Euler u. Rydbom, Diese Zs. Bd. 157, 8. 163 (1926). Siehe hierzu 
auch Zucker u. M. Gutman, Proce. Soe. exp. Biol. a. Med. Bd. 20, 5. 372 n 
(1923), ee: 

2) Hess, Julius, Calvin, Che Chi Wang u. Felcher, Am. J : 
dis. of childr. Bd. 26, S. 271 (1923). — Medes, Proc. Soe. esp. Biol. 4 n 
Med. bd. 23, 8.679 (1926). 

3) Korenchevsky, Brit. Med. Jl. U, S. 547 (1921), (A- P- Di 
20 g Casein + 50g Stiirke + 15g gehirtetes Ol + 5g Salzgemisch + 54 
Marmite + 5¢ Citronensaft. 
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Salzgemisch. Um die Grundnahrung rachitisch zu machen, 
wurde in Anlehnung an die Sherman-Pappenheimersche’) 
Grunddiit den Ergebnissen von Goldblatt?) zufolge CaCO, 
zugesetzt, wodurch der Quotient Ca: P = 1:0,20 wurde. Nach 
neueren Untersuchungen handelt es sich hierbei nicht um die 
Verschiebung des Siure-Basengleichgewichtes, sondern um den 
spezifischen Hinflu8 des Ca. 


Methodik der Phosphatbestimmungen im Blut. 

Zu der vorhergehenden Untersuchung aus diesem Labora- 
torium iiber die PO,-Bestimmung im Blut bei Rachitis*) (Ratten) 
and Skorbut (Meerschweinchen) wurden von K. Myrbick*) die 
in erster Linie in Betracht kommenden Methoden kurz be- 
sprochen, besonders diejenigen von Lieb*) Heubner®) und 
Kmbden*) (siehe ferner die Methode von Martland und 
Robison§)); die EKmbdensche Methode wurde zur Bestim- 
mung sehr kleiner Phosphatmengen ausgearbeitet. Seit der 
Ausfiihrung dieser Untersuchung ist noch eine Reihe von Ver- 
fahren zur Bestimmung kleiner Phosphatmengen vorgeschlagen 
worden, unter welchen wir hier die sehr niitzlichen Methoden von 
Margarete Sérensen ®) und von M. Macheboeuf?!’) anfiihren. 


‘) Sherman u. Pappenheimer, Proce. Soe. exp. Biol. a. Med. 
Bd. 18, S. 193 (1921). 

’) Goldblatt, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 414 (1924); siehe auch 
Medes, Proc, Soe. exp. Biol. a. Med. Bd. 23, 8.679 (1926). 

*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 148, 8. 180 (1925). 

') Myrbiick, Diese Zs. Bd. 148, S. 197 (1925). 

Lieb, Pregl, Die Mikroanalyse, 2. Aufl. Berlin 1923. 

*) Heubner, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 401 (1914). 

) Embden, Diese Zs. Bd. 113, S.138 (1921). Siehe auch Klein- 
inn, Biochem. Zs. Bd. 99, S.19 (1919). 

*) Martland u. R. Robison, Biochem. Ji Bd. 18, S. 765 (1924); 
siehe auch Gaddum, Biochem. Jl. Bd. 20, 8.1204 (1926). — Ferner sei 
noch hingewiesen auf die Vorschriften von Marriott, Howland u. 
Haesler, Jl. Biol. Chem. Bd. 32, S. 233 (1917). — Iversen, Biochem. 
4s. Bd. 109, S. 211 (1920). Besonders auf die Modifikation der Molybdat- 
methode von Benedict u. Theis, Jl. Biol. Chem. Bd. 61, S. 63 (1924). 

’) Marg. Sdrensen, Medd, Carlsberg Laboratoriet, Bd. 15, Nr. 10 


—— 


'’) M.Macheboeuf, Bull. See. Chim. biol. Bd. 7, S. 464 (1926); 
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. 


Im AnschluB an das Verfahren von K, Myrbick haber 
wir zur Bestimmung des Totalphosphors ein bestimmtes Vo- 
lumen Blut mit konzentrierter Schwefelsiiure verbrannt. Am 
SchluB der Verbrennung wurde etwas Perhydrol zugesetzt, uu 
die Reaktion vollstandig zu machen. Nach Neutralisation mi: 
NH, und schwacher Ansiiuerung mit Salpetersiure wurde die 
Lésung auf 25 ccm verdiinnt, und aus derselben wurden Probe: 
von je 10ccm entnommen, in welchen PO, wie friiher be- 
stimmt wurde. 

Zur Bestimmung der anorganischen Phosphorsiiure wurden 
die EiweiBstoffe nach Embden mit Schenk-Fliissigkeit aus- 
gefallt. Nachdem das (uecksilber aus der Loésung dure! 
Schwefelwasserstoff wieder entfernt war (Abzentrifugieren) und 
der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom ausgebluse: 
worden war, konnte PO,, wie vorher erwihut, bestimmt werden 
Das spezifische Gewicht des Blutes wurde bei der Berechnung 
der nachstehenden Zahlen zu 1,05 angenommen. 


Versuche. 

Wie bereits erwahnt und durch die Ergebnisse von Hoy 
land und Kramer, Steenbock u.a. bekannt, geht bei P-arme 
rachitischer Grundkost der Gehalt des Serums an anorgani- 
schem PO, bei Ratten stark herunter. Dies entspricht dem 
Befund von Howland und B. Kramer an Kindern, bei welche 
der Normalgehalt von etwa 15 mg anorganischem PO, p 
100 ccm Serum bei Rachitis auf etwa 6mg abnahm. 

Mit unserem Rattenstamm (weiBe norwegische Ratte: 
welche wir Herrn Dr. Sopp verdanken), haben wir zuniichs 
untersucht, zu welchem Gehalt von anorganischem PO, 
Serum wir kommen, wenn wir 20 Tage die 8. 84 erwii® 
Grundkost geben, insofern von Korenchevsky-Goldblat: 
abweichend, als wir Citronensaft (verdiinnt 1:10 und auf etw: 
P,;=9 neutralisiert) ad libitum mit dem Trinkwasser geben 
Wir kommen in anderem Zusammenhang noch auf diese 


Recherches sur les composés phosphorés du sang normal. Paris 1927. 
Siehe daselbst den interessanten Nachweis der Di-Phosphorglycerinsiur 
Bull. Soe. Chim. Biol., Bd. 9, S. 700 (1927). 
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Versuchszahlen und den Vergleich mit den histologischen Er- 
cebnissen zuriick, besonders in Riicksicht auf den sehr erheb- 
lichen EinfluB des Alters der jungen Ratten. Hier sei nur 
erwihnt, daB die Rachitis hervorrufende Behandlung zu einem 
mittleren PO,-Gehalt des Serums an anorganischem PO, von 
Smg per 100ccm Serum fihrte, wihrend unser Normalwert 
bei etwa 20mg PO, per 100 ccm Serum liegt. 

Im gegenwirtigen Stand der Vitaminforschung ist die 
Frage nicht unwesentlich, ob die anti-rachitische Wirkung, 
wie sie histologisch oder durch die analytische Feststellung 
des Serumphosphates oder aber aus der Zusammensetzung der 
Knochen beurteilt wird, im Tran ausschlieBlich von akti- 
viertem Ergosterin herriihrt, das an der Bildungs- 
stelle in D-Vitamin iibergefiihrt worden ist. Es war 
hier zuniichst experimentell zu entscheiden, ob Trane hin- 
sichtlich ihres Provitamins oder ihrer Provitamine vollstandig 
aktiviert sind, oder ob sie durch Belichtung weiter aktiviert 
werden kénnen. 

Der Versuch wurde an 2 Gruppen von je 4 Ratten an- 
gestellt, die simtlich bei einem Anfangsgewicht von 45—52 g 
vach Vorbehandlung mit P-armer Grundkost wenigstens 7 Tage 
bei gleichem Kérpergewicht blieben. Versuch mit Zusatz von 
taglich 2,5mg norwegischen Trans (Tr. 16). a) unbestrahlt, 
b) 5 Minuten in Quarzréhre, 10 cm Abstand von Quarz - Hg- 
Lampe bestrahlt. Abbruch des Versuchs nach 20— 26 ‘Tagen 
‘eme Ratte schied wegen anormaler Koérpergewichtsabnahme 
aus). Blutentnahme nach Dekapitieren ohne Narkose. 


mg anorganisches PQ, mg Total-PO, 

per 100 com Serum in 1 g Blut 
Unbestrahlter Tran . . 1,8 1,5 1,9 1,9 1,48 1,58 1,65 
Bestrahlter Tran . . . 18 Si 13 1,70 1,90 1,68 


Wie ersichtlich, war der KjinfluB auf den Phosphatgehalt 
des Blutes und des Serums schwach. Aber auch der Einflug 


auf das histologische Bild von Molaren und Epiphysen war 


undeutlich und so wenig bemerkenswert, daB wir auf die 
Wiedergabe der Schnitte verzichten. 
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Dagegen war die Zuwachswirkung der genannten Tran- 
mengen (2,5mg per Tag) nach Bestrahlung etwas gréber, und 
zwar betrug sie: 

g Gewichtszunahme 
in 20 Tagen 
Unbestrahlter Tran . . 16 20 18 15 
Bestrahlter Tran . . . 17 23 22 

Colorimetrische Beobachtung direkt und in Lovibond: 
Tintometer: Nach 5 Minuten langer Bestrahlung zeigt der be. 
strahite Tran nach Zusatz von SbCl, einen etwas anderen 
Farbenton (+ 0,40 Einh. Blau). 


Anorganisches Phosphat im Blutserum bei Uberdosierung vor 
anti-rachitischem Vitamin und Wachstumsfaktor. 

Vor etwa 3 Jahren haben wir uns?) zum erstenmal mit de: 
Krage beschiftigt: , Wie wird das Wachstum und die allgemeine 
Entwicklung von Ratten beeiniluBt, wenn die tigliche Hin- 
nahme von fettléslichem Wachstumsfaktor die Zufuhr durcl 
die normale wahlfreie Nahrung und den Bedarf um das Viel: 
fache iibertrifft.« 

(sleichzeitig mit dem Wachstumstaktor haben wir — ¢ 
wir die A-Uberfiitterung mit Tran durchgefiihrt haben — auc 
die D-Vitamine zugefithrt. Uber die Beeintlussung des Ca-PO,- 
Stottwechsels und der baktericiden Wirkung konnten Kule: 
und Widell in der zitierten Mitteilung noch keine Angabe: 
machen, spiter fanden Euler und Myrbick?), daf ,stark 
Uberfiitterung mit Tran bei konstanter Ca- und PO, - Zufuh: 


und normaler C-Vitaminzufuhr keine Steigerung des anorgani- 


schen Phosphates im Blut zur Folge hat*. 


Uber die damals erwihnte Beeinflussung des Ca-PO,- 


Stoftwechsels legen nun insofern mehrere Versuchsreihen vor 


als wir den HinfluB der gleichzeitigen A- und D-Uberdosierun: 
(Tran) und der D-Uberdosierung (belichtetes Ergosterin) au! 


1) Euler u. H. Widell, Diese Zs. Bd. 144, S. 132 (1925); Eul 


} 


u. Rydbom, Diese Zs. Bd. 157, S. 163 (1926). 


?) Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 148, 8.180, und zwar 8. 1 


(1925). 


1Q}3 
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das anorganische Serumphosphat untersucht haben, und zwar 

bei wechselndem Zusatz von C-Vitamin (Citronensaft). | 
WeiBe Ratten, vorbehandelt mit P-armer Grundkost nach 

Korenchevsky-Goldblatt. Drei verschiedene Serien?), I, I 

und III. Die Zuwachszahlen in Gramm (wihrend 22 Tagen; 

das Anfangsgewicht schwankte zwischen 39 und 48g) sind in 








1 ; y ; i 
der letzten Spalte angegeben. 
_ 
= ——- 
; 
mg jing anorg. Zuwachs des 
Vitamindosen Total-PO PO, in | Koérpergewicht. 
per Tag ~  *t 100ecem fin g wihrend 
per g Blut} Serum Versuch 
) CY Tw : 
Versuch | ae m8 joni " = se, | Siete 
wihrend 22 Tagen 1,59 1,70}18 21 iS 15,5 | 
0,9 ecm . ' 
. 60 mg Tr: 

Citronensalt | hie: : — i 
wihrend 22 Tagen |1,76 1,80]17 19 21 i7 16 
Ww , ; i 

) y or ys ™ ! 
| ~ mS ran | 
i es ~ . = ~ ‘ 
. withrend 25 Tagen me 22 20 19] 15 14,5 15,5 

1,5 ccm Citronens. 


Versuch If 2 ; ae 
oU mg Iran 





wihrend 25 Tagen — 20 26 25315,5 19 18 


15 cem Citronens. 























Versneh 22 aioe mg nap | ; 7 | _ | 
sia Ergosterin 15 Tage 1,48 17 19 16] 8 9 7,2 
Citronensaft | 0,1 mg bestrah!tes 
lmg Tran Ergosterin 15 Tage 1,52 19 24 |9,5 11 12 
Aus den hier mitgeteilten Zahlen diirfte man schlieBen 
kOnnen, daB es sich mit dem Gehalt des Serums an anorganischem 
PO, dbnilich verhilt wie mit dem Zuwachs: Wie wir friiher auch 
bei starken Uberdosierungen von Wachstumsfaktor (Tran) fanden, 


dab ein gewisses, schon bei etwa der doppelten Bedarfsdosis 
erreichtes Maximum nur selten iiberschritten wird (dann und 


wann treten, wie wohl jedem Vitaminiorscher bekannt ist, 
enorme individuelle Wachstumswirkungen auf), so hat sich hin- 


') Die Phosphatanalysen zu zwei dieser Versuchsreihen verdanken 
wir Frl. Myrberg. 


Der Citronensaft war bis auf etwa py = 5 neu- 
tralisiert. 
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sichtlich des anorganischen PO,-Gehaltes des Serums in der 
obigen Versuchsreihe III kein ae Kffekt bemerkbar ge- 
macht. Ks muB hierzu bemerkt werden, dab die Kost wihrend 
der 15 Versuchstage nicht gentigend fettlésliches Wachstums- 
vitamin (1mg Tran per Tag) enthielt. Die Priparate von be 
strahltem Ergosterin, welche wir bis jetzt untersucht habe 
zeigten wiihrend mehrerer Wochen eine erhebliche Wach 
tumswirkung; ob diese dem reinen Umwandlungsprodukt 
des Ergosterins zukommen oder einem von diesem noch nici 
abgetrennten Stoff, 1aBt sich noch nicht sagen. 


Gehalt der roten Blutkérperchen an fettloslichen Vitaminen 


Vor einiger Zeit konnten Kuler und Steffenburg}) mit. 
teilen, daf Blut von Warmbliitlern eine auffallend groBe Wachs. 
tumswirkung auf junge Ratten ausiibt, und daB diese Wirkung 
durch Bestrahlung des Blutes mit ultravioletten Strahlen etwas 
verstirkt wird.) . 

Die Phosphatbestimmungen, welche in Verfolgung diese: 
Versuche am Blut junger Ratten nach Eingabe von Ochsen- 
blut gemacht wurden, beziehen sich leider nur auf das Ge- 
samt- PO, des Blutes. Kin wesentlicher Effekt konnte als 
hier nicht nachgewiesen werden. Dagegen zeigten die gleicl- 
zeitig ausgefiihrten histologischen Untersuchungen, daB 0,15 
Blut per Tag und junge Ratte (etwa 50g Kérpergewicht) ein 
vollkkommen geniigender anti-rachitischer Zusatz ist. Uber die 
Sterine des Blutes und das eventuelle Vorkommen von Ergo- 
sterin in demselben, sowie in Knochenmark und Parathyreoide: 
liegen unseres Wissens bis jetzt noch keine eingehenderen A1 
gaben vor. Wir sind mit solchen Versuchen beschiftigt. 


1) Euler u. Steffenburg, Diese Zs. Bd. 149, 8. 195 (1925). 


re 
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) Euler u. Rydbom, Diese Zs. Bd. 153, $8. 283 (1926). 











Die Gewinnung eines Argininpeptids aus Clupein. 
Von 


A. Kossel+ und W. Staudt. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir EiweiBforschung der Universitit Heidelberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1927.) 
o~o > 


Bei der Aufklirung der Konstitution der Protamine ist 
einer der wichtigsten Wege die partielle Hydrolyse. Zwei 
Methoden sind es, die in dieser Richtung angewandt worden 
sind, um zu wohldefinierten Spaltstiicken zu gelangen, die Kin- 
wirkung von Mineralsiituren und die von Fermenten. 

A. Kossel}) gelang es 1898 durch einstiindige Einwirkung 
\0°/,iger kochender Schwetelsiure, Protamine zu Protonen 
abaubauen. Sie sind durch die Untersuchungen von Goto?) 
als wohldefinierte Kérper festgestellt worden. Die von ihm 
beim Clupeon, Scombron und Sturon gefundenen Molekular- 
gewichte lassen den SchluB zu, daB es sich bei den Protonen 
um Monomere der Protamine handelt. 


In Gemeinschaft mit Matthews lieB A. Kossel’) auf 


“turin ‘Trypsin einwirken, das iiber das Protonstadium hinaus 
abbaut; bei diesem Versuch gelang es, ein Peptid zu isolieren, 
jas als Silbernitrat—Doppelsalz wohl charakterisiert war und 
aus 2 Molekiilen Lysin und einem Molekiil Histidin bestand. 
Die Gewinnung dieses gut krystallisierenden Hexotrions, eines 
Zwischenproduktes zwischen Proton und Bausteinen, ist in der 
Chemie der Protamine bisher vereinzelt geblieben. 

Bei einer groBen Anzahl von Protaminen konnten Kossel 
und seine Mitarbeiter*) nachweisen, daB das molekulare Ver- 
hiltnis zwischen Di- und Monoaminosiiuren 2:1 ist. Bei dem 
in der yorliegenden Arbeit untersuchten Clupein wiesen Kossel 
und Pringle neben Arginin nur 4 Monoaminosiiuren nach; 
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bezeichnet man®) das Molekiil des Arginins mit @ und di 
Summe der Monoaminosiiuremolekiile mit m, so wird das Pro. 
tamin ausgedriickt durch die Formel (a-a-m), und das Prot 
durch a-a-m. 

Die Aufgabe der Konstitutionsermitilung, die wir uns ¢ 
stellt hatten, besteht darin, auf dem durch das Peptid » 
dem Sturin angezeigten Wege weiter zu suchen nach Spa 
stiicken, die aus der Verkettung zweier oder mehrerer Amino- 
siuren bestehen. Nach dem oben angegebenen Schema kiim: 
beim Clupein die Stiicke aa, am baw. ma und mm in Frage. 

Hrau Nelson-Gerhard®) hat im Kosselschen Labor 
torium bei ihren Untersuchungen iiber das Salmin, das s 
2 Stunden unter Druck erhitzte, nach Entfernung des Arginins 
eine Monoaminosiiuretraktion erhalten, die durch die vor u 
nach der totalen Hydrolyse erhaltenen Formoltitrationswerte au 
die Anwesenheit von Monoaminosiurepeptiden schlieBen [it 

EKinige Jahre spiter hat dann Herr R. E. Gross‘) ¢ 
Clupein einer eingehenden Untersuchung unterzogen. = 
hydrolysierte mit 4°/,iger Schwefelsiure unter Druck in ein: 
von ihm selbst konstruierten Autoklaven’) bis zu dem Pu 
wo eben die Biuretprobe negativ ausfiel. In diesem Stadiu 


erfolgte durch das Silberbarytverfahren die Trennung in Arginn- i 
und Monoaminoséurefraktion; aus der Analyse von Herrn Rk. ©. d 
Gross geht hervor, daB die Monoaminosiiuren so gut wie voll- Vi 
kommen abgespalten sind. Auch er konnte durch die A 
wendung der Formoltitration auf Monoaminosiiurepepti« d 


schlieBben. Zu sehr interessanten Ergebnissen fiihrte die 
ihm durchgefiihrte Fraktionierung der Argininfraktion. 
erhielt nimlich eine Fraktion, die praktisch iiberhaupt kei 
Hormolstickstoff ergab; zwei weitere Fraktionen lieferten now 
Werte, die unter dem des Arginins liegen. Arginin gibt 
nach den Methoden von Sérensen und van Slyke nur 
Viertel seines Stickstoffs an. Werte, die unter 25°/, lieg: 


deuten also auf Argininpeptide (Arginide) hin. Zu krystalli- Me 
sierten Produkten ist Herr Gross nicht gelangt, die Molekula:- 
gewichtsbestimmung gab keinen Aufschlu8 iiber die GréBe (o Ar; 
Spaltstiicke. 
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Auch die vorliegende Untersuchung sollte mit Hilfe der 


EKinwirkung von Mineralsiure gemacht werden. Waren die 
von Frau Nelson-Gerhardt®) und Herrn Gross‘) angewandten 
Methoden mit verdiinnten Siuren unter Druck, also in méglichst 
kurzer Zeit ausgefiihrt, so sollte hier die Wirkungsweise der 
70 vol.-°/,-Schwetelsaure bei 37° tber Wochen versucht werden. 
Die 70 vol.-°/,-Schwefelsiure ist zuerst von KE. Fischer”) 
angewandt worden. Er hat mit ibrer Hilfe Peptide aus physio- 
rischem Material herauspripariert; nach ihm hat Herr Abder- 
halden?°) dieselbe Methode angewandt. Im Ons eh scan 


Y 
‘ 


Laboratorium hat neuerdings Herr F. Haurowitz?}) das 
Reagens auf die Albumose aus Globin einwirken lasser D; el 

im Hydrolysat die Anwesenheit eines Histidinpeptids wahr- 
heinlich gemacht. 


Die protrahierte Hydroiyse des Clupeins mit 70 vol.- 
Schwefelsaure bei Brutofentemperatur. 
i, Theoretisecher Teil. 

Interwirft man Clupein der protrahierten (Dauer 11 bis 
age) Hydrolyse mit 70 vol.-°/,-Schwefelsiure bei 37°, so 
kann man mit Hilfe der Fiaviansiiure eine Fraktion fallen, 
die 100°/, Argininstickstofi enthilt. Die Base gibt bei An- 
wendung von viel Substanz und wenig Kupfersulfat eine ins 
rotuche gehende Biuretreaktion. Nach van Slyke sind 15°/, 

Gesamtstickstofis zu fassen; der Wert steigt nach der 
Yotalhydrolyse auf 25°/,, ein zweiter Anhalt dafiir, dab die 
Hraktion nur aus Arginin besteht. W&hrend ein Priparat 
von Arginincarbonat aus dem hiesigen Institut eine Drehung 
von [éply =+ 40,49 hatte, dreht die durch Flaviansaure- 
illung erhaltene Fraktion [ep]y =-+ 29,80° Zur Molekular- 
gewichtsbestimmung wurde der Dissoziationsgrad in Wasser 
bei Siedetemperatur ermittelt. Es ergab sich ein mittleres 
Molekulargewicht von 304,2. 

Diese Daten deuten darauf hin, daB die Fraktion aus 
Arginylarginin besteht, dem wenig freies Arginin beigemengt 
ist. Kin Gemisch von Argininanhydrid und Arginin wiirde ein 
uledrigeres Molekulargewicht ergeben. Die Pikrinsiiurereaktion 
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nach Abderhalden’’), die von ihm bei Peptiden immer negatiy. 
bei Diketopiperazinen dagegen positiv gefunden worden ist, wa: 
bei dem aus Clupein gewonnenen Kérper zweifellos positiy, 
aber sehr schwach; 40mg der Substanz gaben eine Braunrot- 
firbung, die nur einen geringen Bruchteil der Firbekraft hatte, 
die bei 18 mg Gelatine und 15 mg Wittepepton gefunden wurden. 

Nachdem ein Kérper gefunden war, der seinen Eigen- 
schaften nach am wahrscheinlichsten Arginylarginin sein muBte, 
war ein Vergleich nétig mit dem von E. Fischer!?*) aus Argi- 
ninmethylester gewonnenen Produkt. E. Fischer ist seinerzeit 
zu dem SchluB gekommen, dafB es sich bei diesem Produkt 
nicht um Arginylarginin handeln kénne, weil es nicht gelang, 
durch Hydrolyse Arginin abzuspalten. Nun gelang es den 
Herren Edlbacher und Bonem") nach der Methode von 
hk). Fischer und Suzuki einen Koérper zu gewinnen, der seinem 
Verhalten nach allen Bedingungen entspricht, welche die von 
ihnen angenommene Formel eines Arginylarginin § erfordert. 
Die Autoren stiitzen ihre Annahme durch die Formolzahlen 
vor und nach der Hydrolyse und durch das aus dem Hydro- 
lysat iiber das Silberbarytverfahren gewonnene Argininpikrolonat. 
Wir stellten den Kérper ebenfalls dar und erhielten, ebenso 
wie die Herren Edlbacher und Bonem die Formolzahl 13,3 
baw. 14,01°/, N erhalten hatten, den van Slyke- Wert 13,15 
baw. 13,44°/,. Der Koérper wurde dann 20 Stunden mit 
25 vol.-°/, -Schwetfelsiiure bei 140° hydrolysiert. Dieser Ein- 
wirkung hat bislang kein Protamin widerstanden. Die va» 
Sliyke-Zahl nach der Hydrolyse betrug 13,47°/,, hatte sich als 
praktisch nicht geiindert. Daraufhin wurde eine zweite Hydro- 
lyse ausgefithrt mit der gleichen Schwefelsiiure bei der gleichen 
‘Temperatur, aber 32 Stunden lang, da wir glaubten, die Dauer 
der Kinwirkung sei ungentigend gewesen. Nun betrugen die 
van Slyke-Werte 13,11 bzw. 13,79°/, N. Bei dem Versuch, 
in der tiblichen Weise in beiden Hydrolysaten das Arginin- 
favianat auszufiillen, trat sofort eine feine gelbe Triibung 
auf, die sich als feinkérniger Niederschlag zu Boden setzie. 
wohl ein Analogon des E. Fischerschen Pikrates. Es han- 
delte sich also bestimmt nicht um Argininflavianat. Die 
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Fallung im Hydrolysat mit Pikrolonsiure fiihrte nach dem 
Umkrystallisieren zu einem rotgelben Pulver, das bei 225° 
zusammenzusintern beginnt und sich bei 251—252° (korrigiert) 
unter Verkohlung zersetzt. Es handeite sich also nicht um 
Argininpikrolonat. Zuletzt wurde das Pikrat dargestellt. Es 
verfiirbte sich bei 200° unter Zusammensintern und zersetzte 
sich gegen 218°'%); wir hatten also das vor der Hydrolyse 
ausfallende Pikrat EK. Fischers wieder erhalten. Der bei der 
Synthese entstandene Koérper war also aus der Hydrolyse un- 
verindert hervorgegangen. Weiterhin wurde die optische 
Aktivititt der freien Base vor und nach der Hydrolyse unter- 
sucht. Sie betrug vor der Hydrolyse [ep]x =-+ 20,13° und 
war nach der Hydrolyse nicht vermehrt, wie man bei der Ent- 
stehung von freiem Arginin annehmen miiBte. Hier fillt auf, 
daB die spezifische Drehung gegeniiber dem freien Arginin 
genau auf die Hilfte herabgesetzt ist: [@p]x des freien Arginins 
= -+ 40,49°, wihrend die des aus Clupein gewonnenen Korpers 
“tp|ly = + 29,80° betrigt. 

Auf der Suche nach weiteren Unterschieden zwischen der 
Base E. Fischers und dem Ol aus dem Clupein ergab sich 
noch folgendes: Die Biuretprobe ist bei E. Fischer, wie er 
auch selbst angibt, negativ, bei dem Ol aus dem Clupein positiv. 
Die Pikrinsiiureprobe!*) ist auffallend stark bei EK. Fischers 
Kérper, iuBerst schwach beim Ol aus Clupein. 

Somit haben wir mit Hilfe der Methode von E. Fischer 
bestimmt kein Arginylarginin erhalten. Die Reaktion beim 
Abdunsten des Ather—Methylalkohols!*%) scheint nicht einfach 
zu verlaufen und in verschiedenen Richtungen durch geringfiigige 
Anderungen der Handhabung. E. Fischer gibt selbst an, daB 
er aus dem Argininithylester noch eine zweite Base erhielt, 
die er allerdings nicht untersucht hat. Einen Teil der Reaktion, 
nimlich den, der bei unserer Ausfithrung vorgelegen hat, er- 
klart vielleicht die Annahme eines irreversibeln Ringschlusses.*) 


*) DaB das Arginin zur Bildung eines sehr widerstandsfihigen 
Heterocyklus neigt, wei8 man aus der Langwierigkeit des Aufschlusses 
beim Kjeldahl. Das Piperidon der Herren Bergmann und Késter") 
wird mit Salzsiiure hydrolytisch aufgesprengt. 





: 
; 
: 
3 
iq 
; 
/ 
1 
i 
; 


i AT AS OOO ph AE IO 


a ee 

















96 A. Kosself und W. Staudt, 


An der 25°/, igen Hydrolysen-Schwefelsiiure kann es jedenfalls 
nicht liegen, daB die zweite Aminogruppe nicht freigelegt wir), 
sonst miiBte ja bei der entsprechenden Hydrolyse des Oles 
aus dem Clupein dieselbe Reaktion eintreten. Die Hydrolys 
des Clupeinéles verlief aber ganz eindeutig. Nach 24 stiindis 
Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefelsiiure bei 140° wurden 25,3 
van Slyke-N entwickelt. 


It, Praktischer Teil. 
A. Analytische Methoden. 
1. Die quantitative Bestimmung des Arginins. 
A. Ke 
keit der 
Arginins in mehreren Untersuchungen gepriift. Die Method 


yssel und seine Mitarbeiter!*) haben die Brauchb: 
Mlaviansiure fiir die quantitative Bestimmung di. 
eignet sich ganz ausgezeichnet insbesondere fiir Argininbestin. 
mungen bei den 90°/, Arginin enthaltenden Monoprotamin 
Thre Vorteile gegeniiber dem Silberbarytverfahren liegen dari 
dub verlustbringende Niederschlige wegfallen, und daB sie zw 
Ausfiihrung bedeutend weniger Zeit erfordert. Tiir die : 
schlieBend beschriebenen Versuche unterzogen wir die Metho: 
einer neuen Priifung, die auf folgende Weise ausgefiihrt wurd 
Je 0.25¢g Arginincarbonat wurden in einem 50 ccm-MeBkolbe 
gelést und mit Schwefelsiure gerade kongosauer gemacht. 711 
Kieldahlbestimmung dienten Pipetten von 0,5ccem Inhalt, 
nach dem Muster der Preglschen 0,15 com-Pipette?®) von du 
Kirma P. Haak in Wien hergestellt wurden. Je 20ccm des 
Kélbcheninhalts wurden mit einer Lésung von 0,4g Flavia. 


siure in 10ccm Wasser versetzt und zum Auskrystailisier 
31/, Tage stehen gelassen. Die Niederschlige wurden auf Glas- \ 
filtertiegeln gewogen. In zwei Doppelbestimmungen ergale: 
sich folgende Werte: 

2) 99,28°/,, 99,03 °/, 

b) 99,68 °/,, 99,43 %/, d 
des durch Kjeldahlbestimmung gefundenen Stickstoffs ware! : 
als Argininflavianat wigbar. : 


Dieselbe Methode wurde dann auf Clupeinsulfat angewandt 
In einem Doppelversuch wurde erhalten: 
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Arginin-N: 1. auf Gesamt-N bezogen: 88,88, 88,68 °/, 
2. auf N nach Entfernung der Hydrolysen-Schwefel- 
siure bezogen: 90,76, 90,50 °/,. 17) 
Nach den Untersuchungen des Herrn E. G. Schenck?) ist 
letzterer Wert der maBgebende. 


2. Die Methode zur Bestimmung der freigelegten 
Amidogruppen. 


Zur Anwendung kam die Mikromethode von van Slyke.}) 
Die von der Firma Gétze in Leipzig gelieferte Apparatur 
hatte zu kleine Schliffe, die nicht dicht hielten. Es ist ndtig, 
die Schliffe geraumig zu dimensionieren. In einer nach diesem 
Gesichtspunkt von obiger Firma abgeinderten Apparatur wurden 
sofort gute Werte erhalten. 

0,05—0,1 g Substanz in 10 ccm Wasser gelést, reichte fiir 
die meisten Bestimmungen. Das oben analysierte Priparat 
von Arginincarbonat leferte 24,9°/, van Slyke-N. Arginin 
reagiert mit 1/, seines Gesamt-N, also ist der Wert fast theo. 
retisch. 


4 


3. Die optische Untersuchung. 


Das Drehungsvermégen wurde im Halbschattenapparat 
(Schmidt und Haensch) bestimmt. Wie schon friiher beim 
Coregonin?) wurden jeweils 0,5 g Substanz im 2d-Rohr 
angewandt. Zur Kjeldahlbestimmung diente die Preglsche 
0,15 ccm-Pipette. !°) 


4. Die Bestimmung des mittleren Molekulargewichts ein- 
schlieBlich der Ermittelung des Dissoziationsgrades. Herr 
Dr. A. Bithl, Assistent am physikalischen Institut der Uni- 
versitit Heidelberg, gab uns bei der Ausfiihrung dieser Be- 
stimmung wertvollen Rat, wofiir wir ihm besten Dank sagen. 


Das Molekulargewicht wurde in der von Herrn Pregl]?}) 
angegebenen Apparatur nach dem Prinzip der Siedepunkts- 
erhdhung bestimmt. Die Temperatur bleibt innerhalb weniger 
Tausendstel Grade stundenlang konstant. Das zur Probe kurze 
Zeit entfernte Thermometer stellte sich jedesmal wieder auf 
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den gleichen Punkt ein. Am besten kihlt man mit Wasser 
von 60°, weil dann der Temperaturunterschied trotz aller Vor- 
sichtsmainahmen abreiBender Kondensationstropfen gegeniiber 
der Temperatur des SiedegefaBes betrichtlich herabgesetzt ist. 
Da als Loésungsmittel Wasser genommen wurde, muBte 
der Dissoziationsgrad in dem Basengemisch festgestellt werden. 
Die Firma Desaga in Heidelberg stellte nach dem Muster 
des oben angegebenen GefiBes zur Molekulargewichtsbestim- 
mung ein vollkommen gleichdimensioniertes Leitfahigkeitsgefal) 
her. Die Platinelektroden in GréBe 1,6 x 1,5cm und Dicke 
J,05cm waren der Wand des GefiBes entsprechend gekriimmt 
und hatten an beiden Rindern einen Minimalabstand von 
2mm. Die Zu- und Ableitung des Stromes erfolgte in der 
iiblichen Weise durch angenietete durch die Wand des Ge- 
faBes geschmolzene Platindrihte. An Stelle des Thermometers 
wurde ein Schliffkiihler aufgesetzt, das Kiithlrohr und das Rohr 
zur HKinfiihrung der Substanz kamen in Fortfall. Zur Be- 
stimmung wurde das SiedegefaéB in das von Herrn Pregl an- 
gegebene System von Zylindern eingefiihrt und mit einer Cellu- 
loidscheibe geschiitzt. Somit waren die Temperaturverhiltniss: 
iiir die Leitfiihigkeitsmessung und die Bestimmung der Siede- 
punktserhéhung gleich. Die Leitfaihigkeitskapazitit wurde mit 
gesittigtem Gipswasser zu 0,206 bestimmt. Das verwendete 
Leitfihigkeitswasser hatte das Leitvermégen 1,7 x 107° 


B. Die Hydrolyse und die Gewinnung des flaviansauren Oles. 


i. Uberblick iiber die Methode und die Higenschaften 
der treien Base. 

Das trockene Sultat wurde im Morser mit ebensoviel 
ubikzentimeter 70 vol.-°/,-Schwetfelsiure, als Gramme Prot- 
aminsulfat zur Anwendung kamen, zerrieben, bis ein homogener 
‘Teig entstanden war. Die Masse wurde dann mit noch einmal 
der gleichen Menge derselben Schwefelsiiure in ein Stépselglas 
iibergefiihrt und in den Briitofen gestellt. Die Kinwirkungs- 
dauer schwankte zwischen 11 und 36 Tagen. Die Fiallung 
mit Ferrocyankalium war am 4, die mit ammoniakalischer 
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Kiweiblésung spitestens am 7.'Tage verschwunden. Die Biuret- 
yrobe bleibt innerhalb der angegebenen Zeiten positiv. 
Die Hydrolysate wurden mit Wasser verdiinnt und die 
Schwefelsiure mit Baryt entfernt; die Bariumsulfatnieder- 
schlige wurden ergiebig mit kaltem Wasser ausgezogen. Bei 
neutraler Reaktion wurde unter vermindertem Druck auf ein 
kleineres Volumen gebracht; die Fillung erfolgte dann bei 
kongosaurer Reaktion mit 10°/,iger Flaviansiure im Zentrifugen- 
clas so lange, als eine sofort erscheinende gelbe Triibung auf- 
trat. Nach 5 Minuten lang dauerndem Zentrifugieren hatte 
sich am Boden des Glases ein dunkelgelbes, durchsichtiges Ol 
niedergeschlagen, das mehrfach mit Wasser gespilt wurde. 

Die Reinigung erfolgte bei den ersten Versuchen durch 
Lisen in méglichst wenig Ammoniak und Wiederausfillung 
mit Schwefelsiure. Das Verfahren wurde verlassen, weil die 
Gefahr besteht, daB dem Ol Ammonsulfat beigemengt bleibt, 
das einen zu hohen Gesamtstickstoff vortauscht; dieser driickt 
sich dann bei den Argininanalysen in filschlicher Verkleine- 
rung des Arginin-N-Wertes aus. 

SchlieBlich wurde die Umfallung aus heiber 4°/ iger 
Schwefelsiure als zweckmiéiBig erkannt. Es scheidet sich aus 
der erkaltenden Lésung ein hellgelbes, krystallin aussehendes 
Produkt -aus, das aber trotz vielfachen Umfillens keinen kon- 
stanten Schmelz- oder Zersetzungspunkt zeigte. 

Der gelbe Kérper wurde mit 33 vol.-°/,iger Schwefelsiure 
von Flaviansiure befreit, die Schwefelsiure quantitativ durch 
baryt entfernt, die freie Base im Vakuum eingeengt und iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Im Gegensatz zu Arginincarbonat 
krystallisiert die Base nicht. Sie erstarrt im Exsiccator zu 
einer glasharten, lackartigen Masse’), die von Spriingen durch- 
setzt ist und splittert. An der Luft zieht sie alsbald Wasser 
und Kohlensiure an, Sie besitzt bitteren, leimartigen Geschmack 
und hat wie schon oben erwihnt, eine positive Biuretreaktion. 
Versetzt man die waBrige gerade schwefelsaure Liésung mit 
wenig Flaviansiiure, so erhilt man eine sofort auftretende, 
hellgelbe Tritbung, die sich als Ol niederschligt. Im Gegen- 
satz dazu reagiert freies Arginin mit Flaviansiure langsam 
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unter Abscheidung goldglinzender Blittchen. Auch mit Pikrin- 
siure erhilt man ein gelbes, durchsichtiges Ol. Das Pikrolona: 
fallt nicht sofort krystallin, sondern erstarrt erst im Lauite 
einiger T'age, wihrend Argininpikrolonat sofort krystallin aus- 


fillt. Das Pikrolonat wurde mehrfach umkrystallisiert. Nach- 
dem der Schmelzpunkt konstant geworden war, wurde die 


Pikrolonsiure entfernt und der Riickstand auf Arginin-N-Gehalt 


untersucht. Da er nur 76,8°/, Arginin-N enthielt, mut 
man an einen Desamidokérper denken. Macht man die Base 
salpetersauer und list Kupferhydroxyd darin auf, so bekommt 
man eine zwar tiefblaue Lésung, die aber ohne eine An- 
deutung von Krystallisation im Exsiccator zum blauen Lack 
eindunstet. Auch dieses Verhalten steht im Gegensatz zum 
Arginin, das ja iiuBerst leicht ein prachtvoll krystallisierendes 
Kupfernitratdoppelsalz bildet. Ebensowenig gelang es, eine 
krystallisierte Silbernitratdoppelverbindung abzuscheiden. Ver- 
schiedene weitere Krystallisationsversuche, die ebenfalls mib- 
gliickten, sollen nicht einzeln aufgezihlt werden. 

Hydrolysiert man die Base nachtriglich mit 25°/,ige 
Schwefelsiure bei 140° total, so erhalt man 100°/, Arginin- 
stickstoff, ein Beweis dafiir, daB das Arginin vorher gebunden 
sein mug. Es kommt Arginylarginin, Argininanhydrid oder 
ein Polyarginid in Frage, bzw. die Mischung zweier oder mel 
Komponenten. Warum wir eine Mischung von Arginylarginin 
mit wenig freiem Arginin fiir das wahrscheinlichste halten, ist 
auf S. 103 erdrtert. 


2. Beschreibung der Einzelversuche. 


1. Versuch: Feststellung der Erhéhung des Arginin- 
N-Gehaltes gegeniiber dem Protamin. 

5 g Clupeinsulfat wurden mit insgesamt 16 ccm 70 vol- 
°/,-Schwefelsiiure angerieben und 14 Tage im Briitofen stelev 
gelassen. Das auf die beschriebene Weise gewonnene O] ent: 
hielt 93,16°/, seines Stickstofis als Arginin-N. 

2. Versuch: Nachweis der Abspaltung der Monoaminosiure?. 

5 g Clupeinsulfat wurden insgesamt 14 ccm 70 vol- 
°/,-Schwefelsiure angesetzt und 11 Tage in den Briitoie 
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sestellt. Vor der Verarbeitung stand die Fliissigkeit noch 

6 Tage bei Zimmertemperatur. Das flaviansaure Ol wurde wie 
im ersten Versuch mit Ammoniak—Schwefelsiure umgefiallt. 
Die freie Base enthielt 97,79°/, bzw. 98,32°/, ihres Stickstofis 
als Arginin-N. Die iiber dem flaviansauren O1 stehende 
Hliissigkeit wurde gleich nach der Fillung abgegossen und 
nach Entfernung der Flaviansiiure mit Phosphor—Wolframsiiure 
sefillt. Das Verhaltnis des mit Phosphor—Wolframsiure ge- 
fallenen Stickstoffs (Arginin) zu dem des Filtrates betrug 1:1. 
Wenn man noch in Rechnung zieht, daB Prolin zum Teil 
durch Phosphor—Wolframsiure gefillt wird, ergibt sich klar, 
daB eine weitgehende Abspaltung von Monoaminosiuren aus 
dem Protamin stattgefunden haben muB; im Protamin verhilt 
sich Arginin-N zu Monoamino-N wie 9:1 (siehe oben Clupein- 
analyse, 8S. 97). 

3. Versuch: Bestimmung der freigelegten Amidogruppen. 

10g Clupeinsulfat wurden mit 20ccm 70 vol.-°/,-Schwefel- 
siure angeriebeu und 20 Tage in den Briitofen gestellt. Die 
freie Base enthielt 95,87°/, baw. 96,54°/, ihres Stickstofis als 
Arginin-N. Aus der iiberstehenden, flaviansauren Flissigkeit 
wurde nach einiger Zeit eine 2. Abscheidung erstarrten Oles 
gewonnen; als freie Base enthielt es 97,93°/, bzw. 98,12°/, 
seines Stickstoffs als Arginin. Die niedrigeren, erstangegebenen 
Werte sind wahrscheinlich durch geringe Mengen Ammon- 
sulfat zu erkliren. Die zweiten Analysen mit den hdheren 
Werten sind im nicht umgefillten Kérper vorgenommen. Durch 
die Mikromethode von van Slyke wurde in diesem Versuch 
15,62°/, bzw. 15,69°/, des Gesamtstickstofis in Freiheit gesetzt, 
also erheblich weniger als Arginin liefern wiirde. 

4. Versuch: Nachweis freien Arginins. 

25 g Clupeinsulfat wurden in 52 ccm vol.-°/,-Schwefel- 
siure angesetzt und 36 Tage im Briitofen stehen gelassen. 
Das Priparat stand dann noch 105 Tage bei Zimmertempe- 
ratur. Das flaviansaure Ol wurde zur Reinigung in 4°/, iger 
heifer Schwefelsiure gelést, aus der es beim Erkalten als 
hellgelber Niederschlag zu Boden sinkt. Ein scharfer Schmelz- 

oder Zersetzungspunkt wurde auch nach 5maligem Umldsen 
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nicht erhalten. Die freie Base enthielt 99,38°/, baw. 99,69°) , 
ihres Stickstoffs als Arginin-N, bestand also praktisch nur aus 
Arginin. 14,90°/, bzw. 15,18°/, ibres Stickstofis wurde im 
Apparat von van Slyke entwickelt. Bei einem Vergleich des 
optischen Drehungsvermégens des Oles mit dem des freien 
Arginins stellte sich ein deutlicher Unterschied heraus, de: 
zahlenmaBig im theoretischen Teil belegt ist. Durch die 
optische Untersuchung war die Verschiedenheit der beiden 
Substanzen damit bewiesen; gleichzeitig war, da das Ol eine 
Rechtsdrehung aufweist, die Méglichkeit ausgeschlossen, dat 
es sich um einen protonartigen Kérper handeln kénne, da 
Protone nach links drehen. Wie in einer noch nicht publi- 
zierten Arbeit gezeigt werden wird, verlaiuft die protrahierte 
Hydrolyse der Protamine derart, da8 die Abnahme der Links- 
drehung bzw. die Zunahme der Rechtsdrehung den Grad dei 
Aufspaltung anzeigt. Die geringere Rechtsdrehung des Oles 
aus dem Clupein gegeniiber der des freien Arginins deutet aui 
eine Verkniipfung von Argininmolekiilen hin. 

Die von dem Ol abgegossene, flaviansaure Flissigkeit 
schied langsam (charakteristisch fiir Argininflavianat) Knollen 
aus, die Doppelbrechung zeigten. Sie wurden von der Flavian- 
siure befreit und zu drei fiir Arginin charakteristischen 
Reaktionen verwendet. 


1. Die Darstellung von Argininkupfernitrat.*’) 
(CgH,,N,O,),Cu(NOs), + 3 H,0 
Gef. Cu 10,76°/,, 10,69 °/, th. Cu 10,78°,. 


2. Uberfiihrung ins Pikrat.**) 


Schmelzp. 220° unter Zersetzung (nicht korr.). 


3. Bestimmung des van Slyke-N. 
23,05°/, des Gesamt-N werden entwickelt. Der niedrige 
Wert kann andeuten, daB eine geringe Menge des Oles nachi- 
triglich mit ausgefallen ist. Bei der Bildung des Kupfernitrat- 
doppelsalzes und des Pikrats bleiben die Olanteile in der 
Mutterlauge, scheinen aber die Krystallisation, die bei reinem 
Arginin sehr leicht eintritt, zu verzégern. 
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Zuletzt wurde die Bestimmung des Molekulargewichts in 
dem Ol vorgenommen unter Beriicksichtigung des Dissoziations- 
grades, dessen Bestimmung aus beiliegender Kurve hervorgeht. 


Dissoziationsgrad = 0,29. 
Moi.-Gew.: 298,7 (Doppelbestimmung) 
280,2 
339,1 
Mittel 304,2 
Wie oben angegeben, betriigt der van Slyke-N im Ol 
15°/,. Arginin gibt bekanntlich 25°/,, Arginylarginin wiirde 


12,5°/, ergeben. Nach den gefundenen Daten kénnte man 
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ein Gemisch von 4 Teilen Arginylarginin annehmen mit einem 
Teil freiem Arginin. Dieses wiirde ein mittleres Molekular- 
gewicht von 299 haben, einen Wert, der mit dem gefundenen 
hinreichend in EKinklang steht. 

Unter der Einwirkung der 70 vol.-°/,igen Schwefelséure 
bei 37° tritt also eine Scheidung der Monoaminosiure- von den 
Argininkomplexen ein unter gleichzeitiger, auf einen groBen 
Zeitraum verteilten Aufspaltung dieser Komplexe selbst zu 
Bausteinen; es gelang ja auch der Nachweis des freien Arginins 


im Hydrolysat. Um es also nach dem Schema von Kossel 


. ° a:a a:a ° 
zu schreiben, wird der Komplex —_ abgebaut in 


©) ©) 
on 


*) \ ist nach den oben angefiihrten Untersuchungen ©. «- als 
m- 
wv, wahrscheinlich anzunehmen. 
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Es handelt sich also um eine definierte Zwischenstufe 
zwischen Proton und Bausteinen. Das angegebene Schema 
gibt aber nur den Teil der Vorginge zur Anschauung, der 
bei der Untersuchung der wichtigste war. 

Vergleicht man die eben geschilderte Wirkung der 70 vol.- 
°/,igen Schwefelsiiure bei 37° auf das Clupein mit der des 
Trypsins bei Kossel und Matthews’), so findet man, daB — 
qualitativ — dieselbe Wirkung vorliegt: hier wie dort ist das 
Protonstadium iiberschritten, und man erhalt im Hydrolysat 
neben Peptiden freie Aminosiuren. Freilich liegt jener 
Trypsinversuch weit vor der Zeit, in der die Willstattersche 
Schule durch neugeschaffene Methoden mit gereinigten Fer- 
menten und verfeinerter Dosierung an die Konstitutions- 
ermittlung der Protamine ging. Durch die Freundlichkeit des 
Herrn Waldschmidt-Leitz war es méglich, im Miinchner 
Laboratorium mit Trypsinkinase behandelte Protamine hier zu 
untersuchen. Auch in diesen Hydrolysaten war bei positiver 
Biuretreaktion freies Arginin in reichlicher Menge nachzuweisen: 
dieser Befund bestitigt den des Herrn Waldschmidt-Leitz.*°) 
Es wird also zu untersuchen sein, inwieweit die Kinwirkung 
der 70 Vol.-°/,-Schwefelsiure eine Reproduktion der Ferment- 
wirkung darstellt. Nach den bisherigen Feststellungen, die 
sich tiber Monate ausdehnen, ist es sehr unwahrscheinlich, dab 
die Schwefelsiurewirkung vor der vollstandigen Zertriimmerung 
des Protaminmolekiils zu einem wohldefinierten Ende kommt. 
Aber die Tatsache, daB man qualitativ zu denselben Spalt- 
stiicken gelangt, ob man 11 oder 36 Tage das Reagens ein- 
wirken liBt, ist schon bemerkenswert. 

Die Flaviansiure, die, seit sie durch genialen Griff als elektiv 
Arginin fallendes Mittel erkannt wurde, in der EiweiBchemie 
iuBerst fruchtbringend gewesen ist, hat beim Herauspriparieren 
des beschriebenen, nur aus Arginin bestehenden Spaltstiickes 
zwei groBe Vorteile gegeniiber der Phosphorwolframsiure: 1. fillt 
sie quantitativ, und 2. arbeitet man mit geringeren Verlusten. 

Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der deutschen Wissenschaft, der wir an dieser Stelle 
unseren Dank aussprechen. 
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Uber den Blutfarbstoff. 


Von 


William Kiister und G. Fr. Koppenhofer. 





(Mitteilung aus dem Laboratorium fir organ. und pharmaz, Chemie der Techn. Hoc! 
schule Stuttgart. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1927.) 


In der 4. Mitteilung iiber individuelle Blutuntersuchungen | 
hat der eine von uns ankniipfend an die Vorstellung, wonaci: 
im Hamoglobin eine schwache dreibasische, komplexe Siure 
vorliegt, die im gefirbten Anion eine Verbindung der Reste 
der prosthetischen Gruppe und des Globins enthilt, geiufert. 
daB der weitere Fortschritt in der Chemie des Blutfarbstofis 
in der Aufklarung der Natur der Aminosiuren bestehen wird. 
welche mit der eisenhaltigen Komponente in Konnex stehen, 
und der Vermutung Raum gegeben, daB es sich um Prolin, 
Oxyprolin oder Histidin handeln kénne. In einer weiteren 
Abhandlung’*) wurde dann noch in Betracht gezogen, daf die 
Bestindigkeit der im Himoglobin als Hamochromogen ver. 
ankerten prosthetischen Gruppe dadurch bedingt sein kénne, 
daB sie, solange der Verband mit dem Globin besteht, mit 
einem Hydroxyl an ihrer Seitenkette*) in das Globin eingreift, 
wodurch ihre Radikalnatur und ‘trotzdem auch Bestindigkeit 
gegeniiber dem atmosphir. Sauerstoff erhalten bleibt, insofern 
als er sich zwischen Radikalstelle und dem Ferroatom ein- 
lagern kann, ohne Oxydation zu bewirken, wie solche sofort 


1) Diese Zs. Bd. 151, S. 58 (1926). 

2) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2851 (1925), 

*) Nach neueren Beobachtungen wird angenommen, daB diese: 
Hydroxyl in einer Oxyvinylgruppe enthalten ist und bereits in der pro 
sthetischen Gruppe des Hiimoglobins vorgebildet ist. Vgl. diese Zs. | 
Bd. 168, S. 299 (1927). 
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eintritt, wenn das Himochromogen isoliert worden ist. Durch 
diese Vorstellung wurde bekriftigt, daB die prosthetische Gruppe 
und das Globin chemisch miteinander verbunden sind.}) Wir 
haben nun eine Beobachtung gemacht, die diese Ansicht zu 
stiitzen imstande ist und vielleicht sogar den Weg weist, um 
zu den Aminosiiuren zu gelangen, welche als direkt mit der 
prosthetischen Gruppe im Himoglobin in Verbindung stehend 
angesprochen werden kénnen. Unterwirft man nimlich Blut- 
kérper der Alkoholyse bei 180°, so erhalt man neben wasser- 
léslichen EiweiBabbauprodukten einen unlislichen Riickstand, 
der etwa 4°/, Eisen enthalt. Es diirfte sich also um einen 
Stoff handeln, der zu etwa 50°/, aus der prosthetischen Gruppe 
und zu 50°/, aus einem Globinrest besteht. Beide Bestand- 
teile diirften noch in chemischer Bindung stehen, da eine Tren- 
nung durch Lésungsmittel nicht gelang. AuBer in Wasser 
und auch in Sodalésung war der Stoff in Ather, Aceton und 
Kssigester unléslich, dagegen war er vollstiindig léslich in His- 
essig und in Chloroform und letztere Lisungen zeigten beide 
braunrote Farbe und beide dieselbe charakteristische Absorp- 
tion. Es wurden zwei Streifen bei 4530—545 und 615—630 

') Ich ergreife die Gelegenheit, um einen Irrtum zu _ korrigieren, 
der mir bei der Diskussion der Ansichten unterlaufen ist, die Herr 
Haurowitz von der Natur des Blutfarbstofis entwickelt hat. Ich glaubte 
aus seiner Ablehnung der Vorstellung von einer salzartigen Bindung 
zwischen Globin und prosthetischer Gruppe und daraus, da8 er meine 
Vorstellung nicht in Betracht gezogen hatte, zu dem SchluB berechtigt 
zu sein, daB er sich den Anhiingern einer bloBen Adsorption angeschlossen 
hiitte. Nach einer privaten Mitteilung ist das nicht der Fall. Auch 
Haurowitz unterscheidet demnach scharf zwischen der Adsorptions- 
verbindung ,,Kathimoglobin‘‘ und der chemischen Verbindung ,,Hiimo- 
globin“, iiber deren Art er sich indessen eine eigene, noch nicht ver- 
Offentlichte Meinung gebildet hat. Der in der FuBnote auf S.65 des 
XIII. Bandes der Zeitschrift ,,Chemie der Zelle und Gewebe“ gegen ihn 
von mir erhobene Vorwurf, er habe sowohl Kathimoglobin wie Hiimo- 
globin trotz ihrer verschiedenen Bestiindigkeit als Adsorptionsverbin- 
dungen angesprochen, ist demnach unbegriindet. Indem ich bedaure, 
thu erhoben zu haben, méchte ich der Hoffnung Raum geben, da8 die 
“utwicklung unserer Ansichten iiber den Bau des Himoglobins durch 
Herr Haurowitz einen weiteren Fortschritt erfahren werden. 
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beobachtet, also sowohl Verschiedenheit vom Himin wie von 
einem Porphyrin. Nach Behandlung mit Kisessig—Bromwasser- 
stoff konnte dann ein Porphyrin durch Ather herausgelist 
werden, aus den in Wasser léslich gewordenen Stoffen konnte 
aber Prolin isoliert werden. So erscheint es nicht unwahr- 
scheinlich, daf tatsichlich eine Prolin fithrende Gruppe des 
Globins mit der eisenhaltigen Komponente im Himoglobin in 
niherer Verbindung steht. Wir beabsichtigten, das Resultat 
durch Wiederholung des Versuchs sicherer zu gestalten, werden 
aber durch die Mitteilung von H. Wilsch?) zur Verdffent- 
lichung veranlaBt, der durch Laugenspaltung des Blutfarbstoffs 
die prosthetische Gruppe in Verbindung mit Prolin und Alanin 
erhalten hat. 


Experimenteller Teil. 

Der aus einem Liter frischen Ochsenbluts nach Zusatz 
des neunfachen Volumens 4°/,iger Chlornatriumlésung”) ab- 
gesetzte, bereits koagulierte Blutkérperbrei wird mehrmals mit 
destilliertem Wasser gewaschen, bis er fast chlorfrei geworden 
ist, und dann mit 1500 ccm Methylalkohol unter Umriihren 
auf dem Wasserbade erwiirmt, bis ein dickes Koagulum ent- 
standen ist. Dieser Blutkuchen wird scharf abgepreBt und 
im Vakuum getrocknet. Nun wurden 150 ¢g desselben fein 
pulverisiert mit 1000ccm Methylalkohol in einem Autoklaven 
3—4 Stunden auf 180—200° erhitzt.?) Nach dem Abkiihlen 
zeigte sich fast kein Druck mehr und die eingesetzte Menge 
war bis auf einen geringen Bodensatz in Lésung gegangen. 
Sie reagierte schwach alkalisch und wies einen widerlichen, an 
Zwiebeln erinnernden Geruch auf. Aus der filtrierten Lisung 
wurde nun der Methylalkohol abdestilliert und der im Vakuum 
getrocknete braune, spréde, blasige Riickstand mit heifem 
Wasser digeriert, wobei sich die Hauptmenge liste. Der wasser- 
unlisliche, getrocknete Riickstand gab weder an Ather, noch 





1) Diese Zs. Bd. 168, 8.188 (1927). 

2) Vgl. M. Nencki, diese Zs. Bd. 30, S. 384 (1900). 

°*) Nach dem Vorgang von Grinacher, Helv. chim. acta Bd. % 
S. 784. 
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an Aceton oder an Essigester Substanz ab, liste sich aber bei 
der Extraktion mit Chloroform nahezu vdllig. Der aus dieser 
Lisung durch niedrig siedenden Petrolither gefillte und im 
Vakuum getrocknete Niederschlag zeigte in Kisessiglésung zwei 
Streifen: 530—545, 615—630.!) Er wurde mit Kisessig—Brom- 
wasserstoff so lange geschiittelt, bis vollstiindige Lésung ein- 
getreten war, worauf auf dem Wasserbade im Vakuum ab- 
destilliert und der Riickstand bei 45° mit absolutem Methyl- 
alkohol behandelt wurde. Die filtrierte Liésung gab nun mit 
Ather versetzt bei dem Versuch, den Alkohol und andere 
Stoffe durch Wasser wegzuwaschen, eine Emulsion, aus der 
sich nur ganz geringe Mengen eines Porphyrins mit weiterem 
Ather ausschiitteln lieBen. Sie wurde daher mit verdiinnter 
Natronlauge neutralisiert und mit festem Zinkacetat versetzt, 
worauf sich im Verlauf von einem Tage das Porphyrin als 
Zinksalz abgeschieden hatte. Aus dem mit Essigsiure schwach 
angesiuertem Filtrat wurde dann das Zink durch Schwefel- 
wasserstoff entfernt und das Filtrat vom Zinksulfid im Vakuum 
auf dem Wasserbade eingedampft. Die Loésung des Riick- 
standes in warmem 60 °/, igen Methylalkohol setzte nach kurzem 
Stehen Krystalle ab, deren wifSrige Liésung gegen Lackmus 
schwach saure Reaktion aufwies und siiB schmeckte. Der 
Schmelzpunkt der im Vakuum getrockneten Krystalle lag bei 
205", das Schmelzen erfolete unter Aufschiumen. Aus der 
durch Kochen der wiBrigen Lisung mit basischem Kupfer- 
carbonat erhaltenen und dann konzentrierten Lisung schied 
sich ein Kupfersalz in zu Biischeln vereinigten blauen Siulen 
und Blattchen ab, wie sie fiir d,l-Prolinkupfer charakteristisch 
sind. Das Salz léste sich fast gar nicht in absolutem Alkohol. 

5,05 mg Substanz (i. Vak.) gaben 0,427 cem N bei 19° und 744 B. 

(C,H,0,N),Cu Ber. N 9,60 °/, Gef. N 9,68°/,. 


') Er enthielt 3,71°/, Eisen (0,7893 g gaben 0,0210 g Fe,9,). 
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Die Existenz der zellfreien Garung. 
Von 


A. J. Kluyver und A. P. Struyk. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule in Delft, Holland 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1927.) 


Im !etzt erschienenen Hefte dieser Zeitschrift +) findet sich 
eine XIII. Mitteilung von 8S. Kostytschew und Mitarbeitern iiber 
Alkoholgiirung, welche den inhaltsschweren Untertitel triagt: 
Die Nichtexistenz der zellfreien Girung“. 

Obgleich wir den Bestrebungen Kostytschews, endlich 
einmal Stellung zu nehmen gegen die geliufigen naiven Vor- 
stellungen tiber die Rolle der Enzyme im biochemischen Ge- 
schehen, durchaus sympathisch gegentiber stehen’), sind wir 
doch der Ansicht, daB der russische Forscher sich irrt, wenn 
er jetzt so weit geht, nun auch die Existenz einer zellfreien 
Girung zu verneinen. Weil die Richtigkeit dieser Aussage 
geeignet sein wiirde, einen groBen Teil der in den letzten 
Jahrzehnten iiber die Alkoholgirung berichteten Studien zu 
entwerten, scheint es nicht iberfliissig, hier sofort einige Be- 
obachtungen mitzuteilen, aus denen hervorgeht, daB eine zell- 
freie Gairung zweifellos existiert. 

Beim Durchsehen der Abhandlung Kostytschews ist 
ersichtlich, daB die gegebene Argumentation sich fast aus- 
schlieBlich auf mit Trockenhefe angestellte Versuche stiitzt. 
Auf die groBe Wahrscheinlichkeit, daB bei Versuchen mit 





') S. Kostytschew, G.Medwedew u. H. Kardo-Sysojewa, 
Diese Zs. Bd. 168, S. 244 (1927). 

”) A. J. Kluyver, Diese Zs. Bd. 158, S. 111 (1926); A. J. Kluyver 
u. H. J. L. Donker, Chemie der Zelle und Gewebe Bd. 13, 8. 134 (1926). 
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diesem Material die darin vorhandenen lebenden, d. h. wachs- 
tumsfahigen Hefezellen eine wichtige Rolle spielen, war schon 
friher von Abderhalden und Fodor, Sobotka und anderen 
Forschern die Aufmerksamkeit gelenkt worden. Wir wollen 
jedoch die Frage, inwieweit die vorhandenen wachstumsfihigen 
Zellen geniigen, um die von den ‘Trockenhefenpriparaten 
hervorgerufenen Girungsphinomene zu erkliren, hier nicht 
diskutieren und sind bereit anzunehmen, daB Kostytschew 
diese Frage mit Recht bejaht. Dennoch labt sich hieraus 
nichts weiteres schlieBen, als daB ‘Trockenhefe ein durchaus 
ungeeignetes Material ist fiir die Versuche tber ,,Zymase“- 
girung, oder schirfer ausgedriickt, tiber zellfreie Girung. Jeder, 
der die Entwicklung der Zymasestudien kritisch tberblickt, 
wird auch aus anderen Griinden zum Schluf gelangen, dab 
die Anwendung der ‘Trockenhefe entschieden einen Schritt 
riickwirts bedeutet im Vergleiche mit jener vom Buchner- 
schen PreBsaft, Acetondauerhefe (Zymin) und Lebedewschen 
Macerationssaft. Ks mége denn auch gleich bemerkt werden, 
daB wir bei einer ausfiihrlichen Arbeit iiber das Co-Enzym, 
wortiber wir in der Sitzung der ,,Koninklijke Akademie van 
Wetenschappen te Amsterdam“ vom 30. April d.J. berichteten °), 
die Verwendung von Trockenhefe absichtlich vermieden haben. 

\Wenn also Kostytschew sich darauf beschrankt hitte, 
die Ungeeignetheit der Trockenhefe fiir das Studium der zell- 
irelen Girung zu betonen, so wiirden wir keinen EKinwand 
erhoben haben. Kostytschew fahrt jedoch wie folgt fort: 
,Seitdem aber bekannt geworden ist, daB in Trockenhefe nur 
wachstumsfahige Zellen titig sind, ist die Annahme wahr- 
scheinlich geworden, daB auch in Hefesiiten nur die an- 
wesenden lebenden Zellen girfahig sind. Diese Annahme 
erwies sich als richtig usw.“ ?”) 

Hierzu ist an erster Stelle zu bemerken, dab nach unserer 
Meinung eine innere Wabhrscheinlichkeit zu diesem Schlusse 

') Eine vorliufige Mitteilung iiber diese Untersuchung erschien im 
»Verslagen“ der Amsterdamer Akademie bd. 36, S. 357 (1927); eine aus- 
ithrliche Publikation in deutscher Sprache erscheint demnichst. 

*“) a. a, O. S. 256. 
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gar nicht vorliegt. Wer sich bei dem Zymasebegrifie etwas 
Verniinftiges denken will, wird sofort anerkennen, daB dic 
Zymase nicht wie die meisten Enzymfanatiker dies offenbar 
meinen, irgendeine Verbindung ist mit feststehender, obgleich 
unbekannter chemischer Konstitution (wie z. B. das Chlorophy!l 
oder der Blutfarbstoff), sondern ein durch gelinde Autolyse 
aus dem Zellgeriist abgetrenntes EiweiBsystem?), das durch 
allmihliche Ubergiinge mit dem Protoplasmabegriffe verbunden 
ist. Wer dieser Auffassung huldigt, wird sofort gestehen 
miissen, daB es durchaus denkbar ist, daf ein einfaches 
Trocknen der Hefezellen nicht geniigt, um eine derartige Ab.- 
trennung der ,,Zymase“ aus der Zell. su wewirken, sondern 
daB diese wohl stattfindet bei der von Lehedew zwecks Her- 
stellung seines Zymasesaftes vorgeschlagenen Maceration.’) 
Betrachten wir jetzt aber die Argumente, welche Kostyt- 
schew zugunsten seiner Meinung gibt, daB auch im Lebedevw- 
schen Macerationssafte nur die anwesenden lebenden Hefe- 
zellen girfihig sind. An erster Stelle weist Kostytschew 
darauf hin, daB Lebedew empfiehlt, den Macerationssaft nur 
durch gewodhnliche Faltenfilter zu filtrieren, und fiigt dann 
hinzu: ,,Wahrscheinlich*’) hat die Erfahrung gelehrt, dat 
man bei Filtration durch feinporése Filter schwach wirksame 
Safte erhalt.« Der auf der Hand liegende Versuch zu | 
experimentellen Priifung dieser Aussprache ist von Kostyt- | 
schew nicht gemacht worden. Wie sich weiter unten heraus- | 
stellen wird, wiirde dieser Versuch geniigt haben, um die 
Unhaltbarkeit der Kostytschewschen Ansicht zu zeigen. 
Mit gréBter Leichtigkeit wird Kustytschew weiter mit 
der schwerwiegenden Tatsache fertig, daB die Girung mit | 
Macerationssaft bekanntlich durch Zugabe von Toluol gar nicht 
behindert wird. Wahrend wir gerne mit Kostytschew 
mitgehen, wenn er bemerkt, daB bei den von ihm gewilten 





*) Oder wahrscheinlicher noch ein EiweiB-Lipoidsystem. 

*) Die Bedeutung der Autolyse bei der Darstellung des Hefenpre!- 
saftes nach Buchner wird in einer rezenten Arbeit Hardens ebenials 
betont. Vgl. Biochem. Jl. Bd. 21, S. 196 (1927). 

8) Wir kursivieren. 




















Die Existenz der zellfreien Girung. 113 


Bedingungen fiir die Trockenhefegiirung (z. B. 0,2 ccm Toluol 
auf 20 ccm Zuckerlésung und 0,5 g Trockenhefe schwimmend) 
die Toluolzugabe nicht imstande ist, dem Wachstum der 
lebenden Hefezellen vorzubeugen, sind die Verhidltnisse ganz 
abweichend, wenn man den Macerationssaft bei seinem kolloidalen 
Charakter mit Toluol sittigt und MaBregeln trifft, um Ver- 
dunstung des Toluols zu verhindern. In diesem Falle wird 
bei richtigem Arbeiten ein Teil des Toluols als Emulsion in 
der Fliissigkeit zuriickgehalten und darin eine sehr bedeutende 
antiseptische Wirkung entfalten. Bei unserer Arbeitsweise 
haben wir dann auch im Macerationssaft mikroskopisch niemals 
knospende. Heswzcll. .aufgefunden. Es geniigt jedoch, schon 
den Hinflu8 einer Zufiigung von Toluol zu einer Suspension 
lebender Hefezellen zu beobachten, um feststellen zu kénnen, 
wie griindlich die girungsunterdriickende Wirkung des Toluols 
auf lebende Hefezellen ist, im Gegensatz zu dem, was 
die Girungswirkung des Macerationssaftes betrifft, welche 
meistens gar nicht geschwiicht wird.’) Ks ist schon aus diesem 
Grunde undenkbar, daB die Girwirkung des Macerationssaftes 
sich auf die darin vorhandenen lebenden Hefezellen zuriick- 
fahren laBt. 

Kostytschew meint dann seine Ansicht weiter stiitzen zu 
kénnen, indem er darauf hinweist, daB sie eine ungezwungene 
Erklarung geben kénnte fiir die von Lebedew entdeckte, fir 
bestimmte Macerationssifte charakteristische Induktionsperiode. 
Derartige Sifte zeigen die auffillige Kigenschaft, daB sie erst 
nach lingerer Zeit (z. B. 24 Stunden oder noch linger) zu giiren 
anfangen. Wihrend .s in der Tat denkbar ist, daB diese spit 
einsetzende Girung auf inzwischen herangewachsene Hefe- 
zellen oder Bakterien zuriickzufiihren sei, liBt es sich jedoch 
ohne weiteres zeigen, daB diese Vermutung nicht zutrifft. Wir 
verdanken doch Meyerhof?) die grundlegende = fir das 
Co-Enzymstudium iiberaus wichtige — Entdeckung, daB diese 
Induktion sich sofort beseitigen laBt durch bloBen Zusatz 


‘) Hochstens ein sehr geringer Prozentsatz der normalen Giirwirkung 
bleibt unter diesen Bedingungen erhalten. 
*) Diese Zs. Bd. 102, S. 185 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX. 8 
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einer kleinen Quantitit Hexose-diphosphorsaures Natrium. 
Wihrend des Verlaufs unserer Co-Enzymstudien sind wir 
wiederholt in der Lage gewesen, diese Angabe vollauf zu be- 
stiitigen. Siifte, die sonst erst nach zehn oder mehr Stunden 
giren, fangen nach dem erwiihnten Zusatze sofort zu giren 
an. Dab bei dieser innnerhalb 1/, Stunde auftretenden Er- 
scheinung von einer wachstumsférdernden Wirkung des Hexose- 
diphosphates die Rede sein kénnte, wird dech wohl auch 
Kostytschew nicht behaupten kénnen.?) 

Was nun die von Kostytschew zur Bestiitigung seiner 
Ansichten angefiithrten Versuche anbelangt, wird man _ ein- 
gestehen miissen, dab den interessanten Beobachtungen iibe: 


den EintluB der Weise des Zuckerzusatzes — sofort aufldsen 
oder nicht — auch andere Ursachen zugrunde liegen kénnen 


als die vermeintliche, rein hypothetische Anpassung der etwa 
vorhandenen lebenden Hefezellen an hohe Zuckerkonzen- 
trationen. 

Auch die weiteren Versuche Kostytschews wird man 
schwerlich als entscheidend betrachten kénnen. Man wird an 
erster Stelle nur schlieBen diirfen, daB in nicht girfahigen 
Macerationssiften die zugefiigten lebenden Hefezellen unite: 
den gewihlten Bedingungen sich behaupten und eine Girung 
hervorrufen kéunen. Bei den beiden Versuchen mit girfihigem 
Safte sind leider die im Saite vorhandenen, lebenden Heie- 
zellen nicht ermittelt. 

DaB die Vermehrung der Girungsgeschwindigkeit sich an- 
nihernd proportional den zugefiigten Mengen Hefesuspension 
zeigte, beweist doch nur, daB die Girkraft dieser Zellen sich 
der Girkraft des Saftes addiert, sagt jedoch nichts aus iiber 
die Ursache der Girkraft des letzteren. 





'!) Man Wird immerhin bemerken kénnen, dab durch Meyerhots 


Beobachtung das ,,hatselhafte“ der Induktionserscheinung nicht beseitigt 
wird. Meyerhof selbst gibt keinerlei Kommentar zu seiner Entdeckung. 
Man wird inzwischen bis auf weiteres annehmen diirvfen, daB die selektive 
Adsorption des phosphorsauren Esters an den Zymasekomplex die ein- 
leitende Reaktion des Giiraktes, niimlich die Phosphorylierung, be- 
deutend foérdert. 
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Wir diirfen aus dem obigen schlieBen, daB die Kostyt- 
schewsche Behauptung der Nichtexistenz der zellfreien Girung, 
was den Macerationssaft?) betrifft, sehr schwach fundiert ist. 
Immerhin wiirden wir diese Kritik gern andern Forschern 
iiberlassen haben, wire es nicht, daf zufilligerweise in diesem 
Laboratorium von einem von uns (Str.) gemeinsam mit C. B. 
van Niel einige Versuche gemacht worden sind, woraus mit 
gréBter Sicherheit hervorgeht, daB eine zellfreie Gurung 
existiert. 

Bei der Priifung des in neuester Zeit in weiten Kreisen 
eingefiihrten Bakterienfilters von Seitz wurde nimlich fest- 
gestellt, daB es mit diesem Apparate sehr leicht gelingt, 
Macerationssaft vollig keimfrei zu filtrieren, ohne daB die 
Girwirkung des Saftes durch diese Manipulation irgendwie 
beeintrichtigt wird. 

Beniitzt wurde bei diesen Versuchen das Laboratoriums- 
filter ,,Seitz-Ek“ (der Seitz-Werke, G.m.b.H., Kreuznach) Nr. 6, 
das auch fiir die vdéllige Entkeimung von Sera mannigfach 
empfohlen worden ist. 

Die Kontrolle des Saftes auf Keimfreiheit geschah mit 
gréBter Schirfe, weil die Untersuchungen eben auch bezweckten, 
die Tauglichkeit des Filterapparates nachzupriifen. 

So wurde 0,5 ccm des filtrierten und unter den iiblichen 
Kautelen behandelten Macerationssaftes in der gewdéhnlichen 
Weise auf eine Wiirzeagarplatte verteilt. Die Platte blieb 
nach Bebriitung wihrend mehreren Tagen bei 25°C vidllig 
steril, Nicht zufrieden mit diesem Resultate, wurden mit dem 
filtrierten Safte noch Anhiufungsversuche in flissigen Kultur- 
medien angestellt, und zwar in Medien verschiedener Zu- 
sammensetzung, weil wir den filtrierten Saft nicht nur auf 
Anwesenheit lebender Hefezellen, sondern auch auf Anwesen- 


') Es ist ebenfalls zu betonen, daB Kostytschew bei den Trocken- 
hefenversuchen das Wachstum der lebenden Hefezellen direkt nach- 
weisen kénnte, wihrend dies nicht der Fall war beim Macerationssafte, 
wodureh Kostytschew gezwungen wird, die bedeutende Girkraft der 
Sifte den 6fters nur vereinzelt vorhandenen Hefezellen zuzuschreiben, 
deren Giirkraft dann auf mystische Weise erhdht sein sollte. 

g* 
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heit von Bakterien priifen wollten. Beniitzt wurden Kélbchen 
mit Wiirze, mit 1°/, Peptonlésung und mit Hefenwasser mit 
1°/, Glucose und 1°/, Kreide. In allen Fallen blieben die 
Kélbchen auch nach der Bebriitung vollig steril. Doch ent- 
faltete der filtrierte Saft nach Zugabe steriler Glucoselésung 
eine kraftige Girwirkung und zwar innerhalb !/, Stunde bei 
30° C. 

Aus diesen Beobachtungen darf also mit voller Sicherheit 
geschlossen werden, daB eine zellireie Girung existiert, eine 
Aussage, der angesichts den Behauptungen Kostytschews 
Bedeutung gegeben werden kann. 

Wir bedauern es um so mehr, uns hiermit in Gegensatz 
zum russischen Forscher stellen zu miissen, weil seine LBe- 
strebungen zur Befreiung der Biochemie von vielen durchaus 
veralteten Begriffen unsere volle Zustimmung hat, Die naive 
Vorstellung der Zymase als eine einheitliche Substanz be- 
stimmter chemischer Konstitution haben auch wir seit unseren 
Arbeiten auf diesem Gebiete') immer bekiimpft und die Un- 
haltbarkeit, fiir jede sich in der Zelle abspielende Reaktion 
ein spezifisches Enzym anzunehmen, Ofters betont. Im Gegen- 
teil haben wir mehrmals unserer Meinung Ausdruck gegebei, 
daB bei der alkoholischen Girung nur zwei Agentia, namlicli 
ein phosphorylierendes (zugleich phosphorsaures Ester-spaltendes 
und ein oxydoreduzierendes Agens wirksam sind. Wenn 
Kostytschew?) dann auch schreibt: ,,Nun setzt die glatte 
»zellfreie“ Zuckervergirung die Existenz einer Koordinierung 
der einzelnen Fermentwirkungen voraus, die auBerhalb des 
Zellplasmas wohl ausgeschlossen ist“, dann méchten wir diese 
Argumentation voéllig unterschreiben. Nur méchten wir dann 
ausdriicklich darauf hinweisen, daB das von uns ausgearbeitete 
Girungschema bei Stérung des Gleichgewichts  beide: 
Agentia gerade die Anhaufungsprodukte voraussetzt, welclic 
auch tatsiichlich bei der zellfreien Girung angetroffen werdeu. 
Diese Produkte sind hexosebiphosphorsaure Ester, im Falle die 


1) Vgl. z. B. Chemisch Weekblad Bd. 19, S, 520 (1922). 
3) a, a. QO. S. 265. 
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Phosphatese (= Phosphatase) gegeniiber dem oxydoreduzierenden 
Agens — der Zymase — zuriicktritt, und hexosemonophosphor- 
saure Ester, wenn das Umgekehrte zutrifft. Wir kénnen 
jedoch an dieser Stelle auf diese Sache nicht naher eingehen 
und miissen diesbeziiglich auf unsere im Druck befindliche 
Abhandlung?) verweisen. 

Wenn Kostytschew weiter ausfiihrt: ,,Sollte es gelingen, 
den Begriff der Co-Fermente fallen zu lassen, so wiirde hier- 
durch das Gebiet der Fermentforschung wohl erheblich ge- 
reinigt“, so wollen wir nicht nur feststellen, daB wir in diesem 
Punkte ginzlich mit ihm einverstanden sind, sondern auch 
dafi wir meinen, dieses Resultat bis zu einem gewissen Grade 
auch schon erreicht zu haben, wie wir in unserer, im Anfang 
dieses Aufsatzes zitierten, vorlaiufigen Mitteilung iiber das 
,sogenannte Co-Enzym der alkoholischen Garung“ auseinander- 
gesetzt haben. 

Gerade aber weil die Bestrebungen zur Unifizierung und 
Klarstellung der Girungsprozesse ernsthaft gefihrdet werden 
durch Anschauungen, denen auch alle innere Wahrscheinlich- 
keit abgeht, haben wir Wert daraufgelegt, hier die Kostyt- 
schewsche Behauptung der Nichtexistenz der zellfreien Garung 
zu berichtigen. 


1) Erscheint bald in ,,Verslagen der Koninklijke Akademie van 
Wetenschappen te Amsterdam“. 














Uber die angebliche Bildung von Fumarsaure aus Brenz- 
traubensdure durch Rhizopus nigricans. 
Von 


Felix Ehrlich und Ida Bender. 





(Aus dem Institut fiir Biochemie und landw. Technologie der Universitat Breslau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, August 1927.) 


Bereits vor lingerer Zeit hat der eine!) von uns fest- 
stellen kénnen, daB der weitverbreitete Schimmelpilz Rhizopus 
nigricans (Mucor stolonifer) auf Nahrlésungen geziichtet, dic 
neben den iiblichen Mineralsalzen Kohlenhydrate und Stickstof- 
verbindungen in bestimmter Zusammensetzung enthalten, be- 
trichtliche Mengen Fumarsiure produziert. Fiir die Bildung 
der Fumarsiiure ist vor allem entscheidend, daB dem Pilz 
iiberschiissige Mengen Glykose oder Fructose geboten 
werden auBer Stickstoffquellen wie Pepton, Aminosiiuren, Harn- 
stoff oder Ammonsalzen, auf denen ein gutes Wachstum zu 
erzielen ist. So wurden in zwei Parallelversuchen bei sonst 
gleichbleibender Zusammensetzung der Nihrfliissigkeiten in dem 
einen Falle aus 100 g Invertzucker 3,1 g Fumarsiure von dem 
Pilz gebildet, waihrend in dem anderen Versuch mit 20 ¢ 
Invertzucker bei gleich gutem Wachstum des Pilzes auch nicht 
eine Spur Fumarsiure nachweisbar war. Offenbar handelt es 
sich also bei der Fumarsiure um ein Zwischenprodukt 
des Kohlenhydratabbaus, das iiberhaupt nur in konzen- 
trierteren Zuckerlésungen merkbar in Erscheinung tritt und im 
Stoffwechsel des Schimmelpilzes sehr leicht weitergehende 
chemische Veriinderungen erfahrt. Das ging auch schon daraus 





1 F, Ehrlich, Chem. Ber. Bd. 44, S. 3737 (1911); Bd. 52, S. 63 
(1919). 
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ohne weiteres hervor, daB Rhizopus nigricans auf Lésungen 
yon Fumarsiure als einziger C-, und Ammoniak oder Harnstoff 
als einziger N-Quelle gut gedeiht, und daB dabei ein erheb- 
licher Verbrauch der Fumarsiiure stattfindet, der auch eintritt, 
wenn der Lisung noch geringe Mengen Glykose oder Alkohol 
zugesetzt waren. 

In biochemischer Hinsicht war es sehr bemerkenswert, 
daB mit der Fumarsiure zum ersten Male eine ungesittigte 
Verbindung als Produkt der Zuckerspaltung durch 
Mikroorganismen nachgewiesen wurde‘), undes entstand nun 
die weitere wichtige Frage, iiber welche Substanzen der Abbau 
von Glykose und Fructose zu Fumarsiure verliuft. Da wei- 
tere Versuche zeigten, da& Rhizopus nigricans neben Fumar- 
siure und fliichtigen Siuren auf Zuckerlésungen hiiufig auch 
Bernsteinsiiure, ]-Apfelsiiure und d-Milchsiiure produziert, so 
konnten diese Nebenprodukte in gewissem Sinne ein Licht auf 
die Bildung der Fumarsiiure werfen. Aber es war zuniichst 
nicht zu iibersehen, ob die betreffenden Substanzen primire 
Zuckerspaltprodukte sind oder ob sie sich erst sekundiir aus 
Fumarsiiure gebildet haben. 

In diesem Zusammenhange hatte nun eine neuere Angabe 
von A. Gottschalk?) besonderes Interesse erwecken kénnen, 
derzufolge mittels des Rhizopus nigricans durch eine bio- 
chemische Synthese Fumarsiiure aus Brenztraubensiiure ent- 
stehen soll. Gottschalk hat nimlich behauptet, aus einer 
Reihe von ihm angestellten Versuche folgern zu miissen, dab 
der Schimmelpilz Rhizopus nigricans auf Mineralsalzlésungen, 
die Brenztraubensiure als einzige organische Verbindung ent- 
halten, nicht nur giinstig wiichst und diese Siiure zum Ver- 
schwinden bringt, sondern da8 hierbei auch aus Brenztrauben- 
siure regelmiBig Fumarsiiure neben Essigsiiure gebildet wird. 
Kr gibt an, auf diese Weise Ausbeuten an Fumarsiure bis 
zu 32°/, der Theorie erhalten zu haben. Hinsichtlich des 


') Spiter hat C. Wehmer gezeigt, daB Aspergillus fumaricus noch 
gréBere Ausbeuten von Fumarsiiure aus Zucker liefert. Chem. Ber. 
Bd. 51, S. 1663 (1918). 

*) A. Gottschalk, Diese Zs, Bd. 152, S. 136 (1926). 
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Chemismus der Umwandlung von Brenztraubensiéure in Fumar- 
siure nimmt Gottschalk an, daB der Schimmelpilz die Fihig. 
keit besitzt, Brenztraubensiure durch Decarboxylierung in 
Acetaldehyd und CO, iiberzufiihren, Acetaldehyd zu Essigsiure 
zu oxydieren und aus 2 Mol Kssigsiure durch weitergehende 
Dehydrierung Fumarsiure zu bereiten. In der Voraus- 
setzung, daB die Angaben Gottschalks richtig waren, mubte 
diese Anschauung sehr plausibel erscheinen angesichts der zen- 
tralen Stellung, die Brenztraubensiiure und Acetaldehyd, wie 
vir aus den grundlegenden Forschungen C. Neubergs und 
seiner Mitarbeiter wissen, allgemein im Zuckerstoffwechsel der 
Mikroorganismen einnehmen. Auch schien damit eine weitere 
experimentelle Stiitze der von Thunberg und H. Wieland 
aufgestellten Hypothese iiber den Abbau der Essigsiiure in 
tierischen Zellen gegeben zu sein. 

Die prinzipielle Bedeutung des Problems der Entstehung 
der Fumarsiure als Zwischenprodukt des biochemischen Zucker- 
abbaus und verschiedene Befunde, die mit den Resultaten 
Gottschalks nicht in Eimklang zu bringen waren, lieBen es 
uns erwiinscht erscheinen, die Versuche Gottschalks einer 
eingehenden Nachpriifung zu unterzichen. 

Wir haben diese Untersuchungen zunichst unter genauer 
Innehaltung der von Gottschalk gegebenen Vorschriften durcl- 
gefiihrt und haben dann die Vegetationsversuche in _ ver- 
schiedenster Richtung abgeindert. In keinem einzigen 
Falle war die Bildung von Fumarsaéure aus Brenz- 
traubensdure durch den Schimmelpilz Rhizopus nigri- 
cans pachzuweisen. Hs zeigte sich im Gegenteil folgendes: 

1, Aufden Brenztraubensiure-Mineralsalzlésungen 
von der Zusammensetzung, wie sie Gottschalk an- 
gegeben hat, wichst eingeimpfter Rhizopus nigricans 
iiberhaupt nicht. 

2. Auf Fructose gewachsenes und an Brenz- 
traubensiure gewéhntes Pilzmycel von Rhizopus 
nigricans bringt selbst im groBen UberschuB und nach 
monatelanger Einwirkung Brenztraubensdure nicht 
zum Verschwinden. 
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38. In keinem Falle lie® sich weder aus Fruc- 
toselésungen noch aus Brenztraubensiurelésungen 
yon den Konzentrationen, wie sie Gottschalk gewahlt 
hat, und unter den von ihm beschriebenen Be- 
dingungen gleichgiltig, ob das Pilzmycel kirzere 
oder lingere Zeit einwirkte, Fumarsiure, auch nur 
in Spuren isolieren. 

Aus der groBen Fiille von Untersuchungen, die wir iiber 
diese Fragen wihrend eines langen Zeitraumes angestellt haben, 
halten wir es fiir erforderlich, im folgenden die wichtigsten 
Versuche und ihre Resultate in ihrer gesamten Anordnung 
ausfiihrlich wiederzugeben. 

Die Versuche wurden zunichst genau der Anordnung 
folgend angesetzt, wie sie Gottschalk in seiner Arbeit 
beschrieben hat. Der frisch auf Malzagar herangeziichtete 
Schimmelpilz Rhizopus nigricans wurde in Reinkultur mit allen 
notigen Kautelen auf Gemische iiberimpft, die auSer gelésten 
Mineralsalzen und Kreide Brenztraubensiiure oder Fructose 
oder diese beiden organischen Verbindungen zusammen ent- 
hielten. Als mineralische Néhrsalzlésungen dienten solche der- 
sclben Zusammensetzung, wie sie Gottschalk angibt, nimlich 
Nihrsalzlésung a, bestehend aus 2,0 g K,HPO,, 3,0 g NaCl, 
0,1 ¢ MgSO, in 500 cem H,O, und Niahrsalzlésung 4, be- 
stehend aus 10,0 g (NH,),SO, in 500 ccm H,0. 

Die Lésungen wurden getrennt bereitet und jede fiir sich 
durch dreimaliges Aufkochen sterilisiert. Das Ansetzen der 
Versuche geschah in kleinen, steril gemachten Erlenmeyer- 
kélbchen, die mit Wattebausch verschlossen waren. Die mit 
einer sporentragenden Mycelflocke von Rhizopus nigricans an 
der Oberfliche beimpften Lisungen wurden lingere Zeit bei 
‘Temperaturen zwischen 22—25° C aufbewahrt und dann, wie 
im einzelnen beschrieben wird, verarbeitet. 

Die benutzte Brenztraubensiure war ein Kahlbaumsches 
Priparat. Sie wurde unmittelbar vor jedem Ansatz noch 
ciamal frisch im Vakuum destilliert und zeigte im 2 dm-Rohr 
Keine optische Drehung. Die Fructose war ebenfalls rein und 
in Krystallform von Kahlbaum bezogen. 
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Versuch Nr. 1. In einem Kélbchen wurden unter steriley 
Bedingungen 60 ccm Nihrsalzlésung a mit 65 ccm Nihrsalz- 
lésung 4 gemischt, dazu 10 g sterilisierte Kreide und 3,0 ccm 
Brenztraubensdure gefiigt und das Gemisch zur Neutrali- 
sation der Siure mehrmals vorsichtig geschiittelt. Nach lin- 
gerem Stehen wurde dann der Ansatz mit einer kleinen, von 
Nihrsubstrat freien Flocke des Mycels einer Reinkultur von 
Rhizopus nigricans beimpft und bei 22—25° C aufbewahrt. 
Trotz mehrfacher Einimpfung von frischem Mycel und trotz 
langer Aufbewahrung war ein merkbares Wachstum des Pilzes 
auf der Brenztraubensiiurelisung nicht festzustellen. Wohl hatten 
sich nach mehreren Tagen an der auf der Oberfliiche schwim- 
menden Impfflocke zarte kleine Auswiichse von hellfarbigem 
Mycel gebildet, die sich scheinbar erst etwas ausbreiteten, dann 
aber sehr bald gehemmt wurden und zum Stillstand kamen. 
Offenbar war dieses nur auBerst spirlich auftretende Wachstum 
auf Kosten von autolytisch aus der urspriinglichen Impfflocke 
herstammenden Substanzen erfolgt. Auch nach 3'/, Monaten 
war kein weiteres Pilzwachstum, weder iznerhalb noch an der 
Oberfliche der Liésung, zu bemerken. Der Versuch wurde 
nunmehr abgebrochen. Die filtrierte Lésung erwies sich gegen 
Lackmus als deutlich alkalisch und zeigte mit Nitroprussid- 
natrium, Alkali und Essigsiiure sehr stark die Reaktion au 
Brenztraubensiiure. Trotz des negativen Verlaufes des Ver- 
suches wurde das Filtrat weiter aufgearbeitet. Durch Ein- 
dampfen, Ansiiuern mit iiberschiissiger Schwefelsiiure und er- 
schépfende Extraktion mit Ather lieB sich daraus ein gelblicher 
Auszug gewinnen, der nach Verdunsten des Athers mit Wasser 
herausgespiilt und offen in einem Schilchen auf dem Wasser: 
bad verdampft 0,42 g eines siiuerlich riechenden, mit Krystiill- 
chen durchsetzten Sirups lieferte. Bei erneutem Aufnehmen 
dieses Sirups in Wasser blieb 0,1 g einer festen, schwach gel)- 
braun gefirbten Substanz ungelést, die auch von Alkohol unt 
Ather nicht gelést wurde. Nach dem Waschen mit diesen 
Agenzien und Trocknen bei 110° schmolz sie gegen 27!) 
unter Zersetzung. DaB es sich hier nicht etwa um unreine 
Fumarsiiure handeln konnte, geht daraus hervor, daB die Ver- 
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hindung im Gegensatz zu dieser in Wasser, Alkohol und Ather 
ganz unldslich war. Die Substanz léste sich in Ammoniak 
und war aus dieser Lésung durch Salzsiiure wieder fillbar. 
Offenbar lag hier lediglich ein Produkt der langdauernden 
Einwirkung von Kalk und Alkali auf Brenztraubensiiure vor, 
das auch bei den spiteren Versuchen hiufig beobachtet wurde 
und das mit der Assimilation des Schimmelpilzes nicht das 
geringste zu tun hat. 

Das eigentiimliche Verhalten dieses Reaktionsproduktes, 
das erst itherléslich war und dann beim Erhitzen mit Wasser 
ither- und wasserunléslich wurde, liBt vermuten, da8 hier viel- 
leicht Uvitinsiure oder Methyldihydrotrimesinsiure entstanden 
war, deren Bildung aus Brenztraubensiure und Alkalien oder 
Erdalkalien unter den verschiedensten Bedingungen bekannt 
ist. Da& Gottschalk aber etwa diese Saiuren mit der Fumar- 
siure bei seinen Versuchen verwechselt hat, erscheint ganz 
ausgeschlossen, da er letztere, abgesehen von ihren abweichenden 
Kigenschaften, nicht in solchen Spuren, wie oben angegeben, 
sondern in viel betriichtlicheren Mengenverhiltnissen erhalten 
haben will. 

Auch die Untersuchung der wiBrigen Lésung des Sirups 
ergab keine Spur von Fumarsiure. Sie war sauer, neu- 
tralisierte 3,0 ccm n/1-NaOH gegen Phenolphthalein und zeigte 
mit Nitroprussidnatrium stark die Brenztraubensiurereaktion. 
Mit Wasser auf 50 ccm aufgefillt, ergab die neutralisierte 
Lésung, im 2 dm-Rohr beobachtet, eine optische Drehung von 
@ =—0,3° Sacch.) Zur Untersuchung auf Apfelsiure nach 
Dunbar und Bacon?) wurde die neutrale Lésung mit festem 





——$———< 


') Die Entstehung dieser optisch-aktiven Substanz auch aus Prii- 
paraten reinster Brenztraubensiiure, die im folgenden sehr hiufig bei 
unseren Versuchen gefunden wurde, ist sehr eigenartig. Offenbar ist 
auch in der vollkommen gereinigten Brenztraubensiiure von der Destil- 
lation der Weinsiiure her ein minimal drehender Kérper in geringen 
Mengen vorhanden, der bei der Einwirkung des Alkalis in eine stirker 
drehende Verbindung iibergeht. Die Substanz wurde vortiiufig nicht 
Weiter untersucht, da sie fiir eine etwaige Bildung von Fumarsiiure 
keine Rolle spielt. 

*) Chem.-Ztg. Repert, 1912, S. 387; Chem. Zbl. 1912, I, 1148. 
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Uranylacetat lingere Zeit geschiittelt. Sie zeigte danach fast 
genau die gleiche Drehung (—0,4° Sacch.), enthielt also 
keine Spur Apfelsiure, die sich sofort durch eine starke 
Steigerung der Linksdrehung hiitte verraten miissen. 

Versuch Nr. 2. Als Wachstums- und Sterilititskontrolle 
benutzte Gottschalk (vgl. S. 138 seiner Arbeit) ,,einen Ansatz, 
in dem die Brenztraubensiiure durch eine gleiche Menge Frucht- 
zuckers ersetzt war“. 

Dementsprechend wurde nun ein Versuch angestellt, bei 
dem 65 ccm Niéhrlésung 4 mit 3,8 g Fructose versetzt durch 
Aufkochen sterilisiert, nach dem Erkalten 60 ccm sterilisierte 
Nahrlésung a und 10g sterilisierte Kreide hinzugefiigt und 
dann das Gemisch mit Rhizopus nigricans beimpft wurde. 
Trotz mehrfacher Uberimpfung neuer Mycelflocken lieB sich 
eine Vegetation des Schimmelpilzes auf dieser Nahrlésung in 
keiner Weise erzielen. Tatsiichlich erwies sich die Fliissigkeit 
infolge der Umsetzung des iiberschiissigen Calciumcarbonats 
mit dem Natriumphosphat als deutlich alkalisch gegen Lackmus 
und zeigte p,, = 7,7, wobei ein Pilzwachstum, wie sich spiiter 
zeigte, gar nicht mdglich ist. 

Versuch Nr. 3. Um einen Vergleich mit der Fructose 
zu ermdglichen, wurde genau der Vorschrift von Gottschalk 
folgend unter denselben Bedingungen wie in Versuch Nr. 2 
gearbeitet, aber unter Weglassung der Kreide. 

Eine derart bereitete Lésung von 3,8 g Fructose und 
den beschriebenen Nihrsalzlésungen ohne Kreide fihrte schon 
24 Stunden nach dem Beimpfen zu einem sehr deutlichen 
Wachstum des Schimmelpilzes. Es hatte sich reichlich neues 
Mycel an der Oberfliche und untergetaucht gebildet, das aucli 
Sporen ansetzte und in der Folgezeit so tippig wucherte, da! 
schon nach 4 Tagen eine dicke Oberflichenhaut sich bildete. Nach 
8 wichentlichem Wachstum war eine zentimeterstarke Pilzdecke 
mit dichten Haaren entstanden. Es wurde vom Mycel ab- 
filtriert und dieses wiederholt griindlich mit Wasser gewascleu. 
Das gesammelte Filtrat (290 ccm) reduzierte heiB Fehling- 
sche Liésung nur schwach und zeigte fir 7 = 2 @) = — 0,20" 
Sacch. Daraus berechnet sich unter der Annahme der spezi- | 
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fischen Drehung der Fructose von [a], = — $2,5° ein Gehalt 
der Lésung an Fructose von 0,12 g, d. h. der Zucker war von 
dem Schimmelpilz fast vollkommen aufgebraucht worden. Das 
mit den Waschwissern gesammelte Filtrat reagierte sauer und 
verbrauchte gegen Phenolphthalein 3,4 com n/1-NaOH zur Neu- 
tralisation. Beim Eindampten der Fliissigkeit entwichen fliich- 
tige Siuren, besonders Essigsiure. Die zu einem kleinen 
Volumen eingeengte und mit Schwefelsiure im Uberschu8 
versetzte Lésung ergab, erschépfend mit Ather ausgezogen, einen 
sirupdsen Extrakt von 0,026 g, der einen briunlichen, mit wenig 
Krystiillchen. und Oltrépfehen durchsetzten, sauer riechenden 
Sirup darstellte. Er léste sich in 10 ccm H,O zu einer triiben 
Flissigkeit, die nach Klarung mit Kieselgur im 1 dm-Rohr 
“,, = — 0,2° Sacch. polarisierte. Sie verbrauchte zur Neutra- 
lisation 0,8 ccm n/10-NaQH. Die neutrale Lésung ergab mit 
Uranylacetat behandelt ein Filtrat von «, =—0,1° Sacch. 
(/ = 1). 

Es war also weder Fumarsiiure noch auch Apfel- 
siure unter den Produkten der Pilzvegetation auch nur 
spurenweise nachzuweisen. Es entspricht dieses Resultat 
vollkommen den friitheren Resultaten von F. Ehrlich), der 
gezeigt hat, daB in so verdiinnten Zuckerlésungen eine An- 
reicherung von Fumarsiure beim Wachstum von Rhizopus 
nigricans tiberhaupt gar nicht stattfindet. 

Versuch Nr. 4. Zur Erreichung eines besseren Pilz- 
wachstums auf der Brenztraubensiure-Niahrlésung gibt Gott- 
schalk an, einige Versuche in der Weise ausgefiihrt zu haben, 
daB er die Reinkultur des Pilzes vor ihrer Uberimpfung auf 
den Hauptansatz zwecks ,Gewdhnung“ an die Brenztrauben- 
saure erst einer Passage tiber eine Naihrlésung mit steigenden 
Dosen dieser Verbindung unterworfen hiitte. 

Zum Zwecke der Nachpriifung dieser Versuchsanordnung 
wurden genau nach der Vorschrift Gottschalks 65 ccm steri- 
lisierter Nahrsalzlésung 6 mit 10,0 g Fructose im Kultur- 
kilbchen aufgekocht und nach dem Erkalten mit 60 ccm steri- 
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lisierter Nihrsalzlésung a und 10 g sterilisierter Kreide ver- 
setzt. Es wurde dann mit Pilzmycel von Rhizopus nigricans 
beimpft und an den folgenden 3 Tagen ,unter aseptischen 
Kautelen“ in die Kulturkélbchen 0,5, 1,0 und 1,0 ccm frisch 
destillierter Brenztraubensiure gegeben. 

Auf diese Weise wurden gleichzeitig und unter gleichen 
‘iuBeren Bedingungen zwei Parallelversuche angesetzt, die man 
zu verschiedenen Zeiten abbrach und weiter verarbeitete (a und b’. 
Bei einem dritten Parallelversuche (c) kam nur die Hiltte 
dieser Ansatzmengen zur Beimpfung. 

a) Auf den mit Kreide versetzten Fructosenahrlésungen 
ging der Pilz zuniichst nicht an, auch nicht nach Zufigung 
der 2,5 ccm Brenztraubensiure innerhalb von 3 Tagen. 
Erst nach erneuter Impfung zeigte sich allmihlich ein merk- 
bares Wachstum und nach 6-—8 ‘lagen bildete sich eine deut- 
liche Haut aus. Nach 6 Wochen war eine dicke Pilzdecke 
entstanden, die natiirlich auf Kosten der Fructose, nicht der 
Brenztraubensiiure, gewachsen war. Das sehr dichte und feste 
Pilzmycel, das von dem engen Kolbenhals zuriickgehalten 
wurde, befreite man durch AbgieBen von der Nahrfliissigkeit 
und wusch es in dem Kolben wiederholt vorsichtig mit sterilem 
Wasser aus. Die zuriickbleibende Pilzmasse diente dann in 
Versuch Nr. 5a zum Ansatz einer frischen Brenztraubensiure- 


lésung. 
Das gesammelte Filtrat vom Mycel (170 ccm) reduzierte 
schwach Fehlingsche Lésung und zeigte @, = — 1,2° Sacchi. 


(/ = 2), was einem Gehalt von etwa 0,4 g Fructose entsprach. 
Tatsichlich war die Menge dieses Zuckers wohl noch geringer, 
da bei dieser Berechnung die Gegenwart von Apfelsiure und 
anderen linksdrehenden Verbindungen nicht beriicksichtigt 
wurde. Jedenfalls ging hieraus so viel hervor, daB der Pilz 
die vorgelegten 10 g Fructose bis auf einen kleinen Rest 
vollstindig assimiliert hatte. Dagegen gab die ver- 
brauchte Nihrfiissigkeit, auf der der Pilz gewachsen war, die 
Brenztraubensiurereaktion mit Nitroprussidnatrium 
noch unvermindert stark. Es war also kein Bewels 
dafiir zu erbringen, da8 Brenztraubensiure iber- 
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haupt von dem Schimmelpilz angegriffen und assimi- 
liert worden war. Macht man die Annahme, daB Brenz- 
traubensiure das Zwischenprodukt des Zuckerabbaues bei der 
Assimilation durch den Rhizopus nigricans bildet, so hatte im 
vorliegenden Falle aus einem Ansatz von 10 g Fructose und 
2.5 ccm = 3,15 g Brenztraubensiure die letztere Verbindung 
guerst verschwinden miissen, wihrend aus dem Versuch gerade 
das Umgekehrte zu folgern ist. 

Das Filtrat vom Pilzmycel wurde zusammen mit den 
Waschwissern auf dem Wasserbade auf ein kleines Volumen 
eingeengt, wobei fliichtige Siuren entwichen. Die dunkel- 
braune Fliissigkeit ergab nach Zusatz von Schwefelsiure und 
erschépfender Atherextraktion einen Auszug, der nach Ver- 
dunsten des Athers mit Wasser aufgenommen und wieder ver- 
dampft 0,94 g einer briiunlichen sirupésen, zum Teil festen 
krystallinen Masse hinterlieB. Diese liste sich glatt in kaltem 
Wasser bis auf den Rest eimer Substanz, die nach Waschen 
mit Wasser, Alkohol und Ather in einer Menge von 0,1 g zu- 
riickbheb. Die hellbraunlich gefiirbte Verbindung schmolz im 
geschlossenen Roéhrchen bei 275° unter Schiumen und Zer- 
setzung und erwies sich auch in ibren sonstigen Kigenschaften 
identisch mit der in Versuch Nr. 1 aus der Einwirkung des 
Kalkes auf die Brenztraubensiure herstammenden unléslichen 
Substanz. Das wiBrige Filtrat dieser Verbindung reagierte 
deutlich sauer, es gab die Brenztraubensiiurereaktion und ver- 
brauchte zur Neutralisation gegen Phenolphthalein 5,2 ccm 
n/l NaOH. Auf 50 ccm mit Wasser aufgefiillt zeigte es 
&, =—0,4° Sacch. = 2). Durch mehrstiindiges Schiitteln 
mit festem Uranylacetat erhdhte sich die Drehung stark auf 
«, = — 6,4° Sacch. (2 = 2). Nach Dunber und Bacon ent- 
spricht diese Drehungssteigerung a = 0,108 g Apfel- 
siure. Diese geringe Menge Siure ist offenbar durch die 
Kinwirkung des Pilzes auf die Fructose entstanden. Fumar- 
siure war dagegen auch nicht in Spuren nach- 
Welsbar. 





b) Es wurde ein Kulturversuch mit dem genau gleichen 
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Ansatz wie in Versuch Nr. 4a angestellt, namlich mit 125 ccm 
Nahrlésung, 10 g Fructose und 10g Kreide. Durch erst. 
malige Impfung war der Pilz wieder nicht zum Wachsen zu 
bringen. Es wurden dann nach dem Impfen nach Verlaut 
von einem Tag 0,5 com, von 2 Tagen 1,0 ccm, von 4 Tagen 
noch 1,0 ccm Brenztraubensiure dem Nia&hrmedium zu- 
gefiigt. Da auch 8 Tage nach der Impfung noch kein Wachs- 
tum eingetreten war, wurde die Nibhriliissigkeit nochmals mit 
Pilzmycel beschickt. Nunmehr stellte sich in den nichsten 
Tagen allmihlich ein reichliches Wachstum ein, das bald zu 
starker Mycelbildung und zu einer geschlossenen, mit Sporen 
besetzten dichten Pilzdecke fiihrte. Der Versuch wurde schou 
nach 31/, Wochen abgebrochen. Das von der Niahrtliissig- 
keit befreite, mit sterilem Wasser behandelte Pilzmycel diente 
wieder zur Neuanstellung eines Kulturversuches auf Breuz- 
traubensiurelésung (vgl. Versuch Nr. 5b). 

Das unverdiinnte Filtrat des herangewachsenen Pilzmycels 
gab stark die Brenztraubensiurereaktion. Es drehte «, = 
— 12,5° Sacch. (2 = 2), enthielt also noch etwa 3g Fructose 
unverbraucht. Die aus dem Kulturkélbchen mit der Kreice 
herausgespiiite Nihrfliissigkeit wurde mit Schwefelsiiure bis zu 
starken Kongoreaktion versetzt, vom Gips abfiltriert und das 
Wiltrat mit Wasserdampf destilliert, bis 11 Liter Fliissigkeit 
iibergegangen waren. Die Destillate verbrauchten zur Neutrali- 
sation im ganzen 9,6 ccm n/1-NaQH und zeigten mit Nitro- 
prussidnatrium keine Reaktion. Nach Entfernung der wassei- 
dampfiliichtigen Siuren wurde die riickstiindige schwefelsaure 
Lésung mit iiberschiissigem Ammoniak versetzt, auf ein kleine: 
Volumen verdampft, wieder mit Schwefelsiure stark angesiiuert 
und mit Ather erschépfend ausgezogen. Der Ather ergab bei 
direkter Verdunstung 1,91 g eines briiunlichen Sirups, der nac: 
lingerem Stehen von wenig Krystalldrusen durchsetzt war. Der 
Sirup ging, mit kaltem Wasser behandelt, bis auf geringe Mengen 
eines graubriunlichen Riickstandes vollkommen in Liésung. Der 
ungeléste und mit Wasser gewaschene Riickstand léste sich 
bis auf Spuren in kaltem Alkohol. Aus der alkoholischen 
Lisung wurden 0,04 g Substanz isoliert, die beim Umkrystalll- 
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sieren aus heiBem Wasser unter Zusatz von Kohle farblose, 
aschefreie, eisblumenartig angeordnete Nidelchen ergab. Die 
Krystillchen wurden bei 110° getrocknet. Sie briunten sich 
yon 200° an, schwiarzten sich oberhalb 300°, waren aber bis 
zu 310° noch nicht geschmolzen. Dies Verhalten zeigte, daB 
es sich hier nicht um Fumarsiure handeln konnte, sondern 
da8 hier ebenfalls eine durch die Einwirkung von Alkali aus 
3renztraubensiiure entstandene Verbindung vorlag, die auch 
spiterhin noch hiufig beobachtet wurde und gleichfalls nichts 
mit dem Pilzwachstum zu tun hat. 

Das braunlich gefirbte waBrige Filtrat der Substanz neu- 
tralisierte gegen Phenolphthalein 18,0 ccm n/1-NaOH und gab 
stark die Brenztraubensiurereaktion. Auf 50 ccm mit Wasser 
cebracht, drehte es «, =—0,7° Sacch. (J = 2). Mit Uranyl- 
acetat stieg die Drehung auf @, = — 5,4° Sacch. (/ = 2). Dem- 
nach waren etwa 0,09 g Apfelsiure vorhanden. Fumar- 
siure war nicht nachweisbar. 

c) Die Halfte der N&hrmedien in Versuch 4a und 4b 
kamen zum Ansatz, nimlich 30 ccm Nihrlésung a, 33 ccm 
Nahrlésung 4, 5 g Fructose und 5 g Kreide. Es wurde wieder- 
holt die Wasserstoffionenkonzentration der Mischungen ermittelt. 
Die urspriingliche Mischung zeigte p,, = 7,7. Trotz dreimaliger 
Beimpfung zu verschiedenen Zeiten lieB sich darauf auch nach 
) Tagen kein Wachstum des Schimmelpilzes konstatieren. Es 
wurden zu der Kulturfliissigkeit nunmehr 0,25 ccm Brenz- 
traubensiure gefiigt, worauf p, auf 7,0 sank. Am nichsten 
Tage geschah ein Zusatz von weiteren 0,5 ccm Brenztrauben- 
siure, wobei sich p,, auf 6,8 einstellte. Von diesem p,, an 
begann ein deutliches Wachstum des Pilzes, das durch den 
schlieBlichen Zusatz der letzten 0,5 ccm Brenztraubensiiure 
nach 2 Tagen nicht mehr wesentlich beeinfluBt wurde. Es 
wuchs dann bald ein dichtes weifes Mycel ohne Sporen heran. 
Als der Versuch nach 8 Wochen abgebrochen wurde, hatte 
sich eine dicke Schimmelpilzdecke gebildet. 

Das Filtrat des Mycels nebst den Waschwissern zeigte 
auf 200 com aufgefiillt «, = — 0,5° Sacch. (/ = 2), woraus sich 
ein Gehalt an unverbrauchter Fructose von etwa 0,18 g be- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX 9 
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vechnet. Fehlingsche Lésung wurde schwach reduziert. Die 
Probe auf Brenztraubensiure mittels Nitroprussidnatrium fie] 
stark positiv aus. Die nach Zusatz von Schwefelsiure mit 
Wasserdampf iiberdestillierten fliichtigen Saiuren neutralisierten 
6,1 com n/l-NaOH. Im Destillat (2 Liter) war Brenztrauben- 
siiure nicht nachweisbar. Ammoniakalische Silberlésung wurde 
heiB stark reduziert, was auf die Anwesenheit von Ameisen- 
siure hindeutete. 

Die Riickstinde von der Destillation ergaben nach Neu- 
tralisieren mit Ammoniak, Eindampfen und Extraktion aus 
schwefelsaurer Lisung mit Ather 0,52 g Extrakt i. orm eines 
briiunlichen, mit Krystallen durchsetzten Sirups. Er léste sich 
leicht in kaltem Wasser bis auf einen briunlichen Riickstand, 
aus dem mit Alkohol etwa 0,01 g einer undeutlich krystallinen, 
mit Ol durchtriinkten Masse auszuziehen war. Beim Umlisey 
aus heigem Wasser lieBen sich daraus farblose, biischelformig 
angeordnete Nadeln gewinnen, die unterhalb 310° nicht schmolzen 
und mit der in Versuch 4b erhaltenen Substanz identisch 
waren. Die wiBbrige Lésung des Sirups neutralisierte 5,6 ccm 
n/l-NaQH und gab starke Brenztraubensiurereaktion. Die 
neutrale Lésung zu 50 ccm mit H,O aufgefillt, drehte a, = 
— 0,7° Sacch. (2 = 2) und nach Schiitteln mit Uranylacetat 
ct,, = — 7,5° Sacch., enthielt demnach etwa 0,12 g Apfelsiure 
Fumarsaure war nicht nachzuweisen. 

Versuch Nr. 5. Es wurde nun dem Beispiel Gott- 
schalks getreulich folgend noch versucht, auf Fructose—Brenz- 
traubensiurenihrlésungen gewachsenes und dadurch ,,an Brenz- 
traubenséure gewodhntes“ Pilzmycel vea Rhizopus 
nigricans in gréBerem MaBstabe auf frische Brenz- 
traubensiurelésungen zur Kinwirkung zu bringen und die 
nach lingerer Beriihrung damit entstandenen Produkte zu er- 
mitteln. 

a) Es wurden 60 ccm Nahrlésung a mit 65 com Nahr- 
lésung J sowie mit 3 ccm frisch destillierter Brenztraubensiure 
und 3 g Kreide vorsichtig gemischt und diese Mischung in das 
Kulturkélbchen iibergegossen, in dem sich das in Versuci 
Nr. 4a gewachsene und mit sterilem Wasser vollkommen aus- 
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gewaschene Pilzmycel befand. Diese Mischung wurde unter 
den iiblichen Bedingungen bei 22—25° 6 Wochen lang auf.- 
bewahrt. In dieser Zeit war die alte Pilzhaut an einzelnen 
Stellen weiter ausgewachsen, und es hatte sich iiber derselben 
an der Oberfliiche der Fliissigkeit eine neue Pilzhaut gebildet. 
Die Pilzdecke wurde dann abfiltriert und wiederholt mit Wasser 
unter Schiitteln gewaschen. Das mit dem Waschwasser ver- 
einigte Filtrat (325 ccm) drehte «, = — 0,5° Sacch. (2 = 2) und 
reduzierte heiB deutlich Fehlingsche Lésung. Es gab mit 
Nitroprussid stark die Brenztraubensiurereaktion. Das Filtrat 
reagierte sauer und neutralisierte direkt gegen Phenolphthalein 
im ganzen 13,0 ccm n/10-NaOH. Atherextrakt aus der ein- 
gedampften, mit Schwefelsiiure iibersittigten Lésung 1,04 g in 
Form eines briunlichen, krystallinisch erhirtenden Sirups. 
Daraus lieBen sich 0,17 g in Wasser, Alkohol und Ather un- 
lésliche Krystalle vom Schmelzp. 270° isolieren. Sie stellen 
eine Sdure dar, die in Ammoniak léslich und daraus mit Salz- 
siure wieder fallbar ist. Sie ist identisch mit der in Ver- 
such Nr. 1 und Nr. 4a erhaltenen Verbindung. Das wiBrige 
Filtrat des Sirups neutralisiert 8,4 ccm n/1-NaOH und gibt 
starke Brenztraubensdurereaktion. Zu 50 ccm mit H,O auf- 
gefiillt, dreht die neutrale Lésung «@, =— 0,7° Sacch. (/ = 2), 
mit Uranylacetac @, =+ 1,0° Sacch. (J = 2). Fumarsiaure 
und Apfelsiiure waren also nicht entstanden. 

Der Ausfall dieses und dér folgenden Versuche ist zu- 
gleich ein Beweis dafiir, daB die in Versuch Nr. 4a—4c auf- 
getretene Apfelsiure sich nur aus Fructose und nicht 
aus Brenztraubensaure gebildet haben kann. 

b) Eine Mischung von 60 ccm Nabhrlésung a, 65 ccm Nahr- 
lésung 6, 3 com Brenztraubensiure und 10 g Kreide mit dem 
ausgewachsenen Pilzmycel von Versuch Nr. 4b angesetzt. Kin- 
Wirkungsdauer 7 Wochen. In dieser Zeit dichte Neubildung 
von Mycel auf der alten Pilzhaut. Das Filtrat der Pilzdecke 
gibt starke Brenztraubensiurereaktion. Aus dem gesammelten 
Filtrat wurden nach starkem Ansiuern mit H,SO, mit Wasser- 
dampf flichtige Sauren abgetrieben. 2 Liter Destillat neutra- 


lisierten 36 ccm n/10-NaOH gegen Phenolphthalein, Brenz- 
g* 
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traubensiure war darin nicht, Ameisensiure deutlich nach- 
zuweisen. Aus dem Atherextrakt des eingedampften sauren 
Filtrats wurde 1,05 g briunlicher Sirup mit Krystallkrusten 
erhalten. Er gab Brenztraubensaurereaktion. Der Sirup 
lieferte 0,12 g gelbbriiunliche, in Wasser, Alkohol und Ather 
unlésliche Krystalle vom Schmelzp. 275°. Aus dem Alkohol- 
extrakt ergaben sich nach Reinigung etwa 0,01 g weiBe Nadel- 
chen, die bis 310° nicht schmolzen. 

Die wiBrige Lésung des Sirups neutralisierte 7,0 ccm n/1- 
NaOH. Die neutrale Lésung drehte «,, = — 0,5° Sacch. (/ = 2), 
mit Uranylacetat @, = + 0,5° Sacch. (7= 2). Fumarsiure 
und Apfelsiure waren also auch hier nicht ent- 
standen. 

c) Eine Mischung von 60 ccm Niahrlésung a, 65 ccm Niihr- 
lésung 4, 3 com Brenztraubensiure und 3 g Kreide wurden mit 
dem Pilzmycel von Versuch Nr. 3 (3,8 g Fructose fiir sich 
mit Nahrlésung ohne Kreide) angesetzt. Einwirkungsdauer 
6 Wochen. Viel Mycelneubildung. Filtrat und Waschwasser 
(200 ccm) a, = — 0,1° Sacch. (7 = 2). Sauer. Gesamtverbrauch 
11,8 com n/10-NaOQH. Brenztraubensiurereaktion stark positiv. 
Aus saurer Lésung mit Ather extrahiert 1,14 g sauer riechen- 
der Sirup, beim Stehen zum Teil krystallisierend. Daraus 
0,03 g in Wasser, Alkohol und Ather unlésliche Krystalle vom 
Schmelzp. 272—274°. WaBrige Loésung des Sirups neutrali- 
siert 8,0 ccm n/1-NaOQH. Mit H,O zu 50 ccm aufgefiillt, neu- 
trale Lésung @, = 0° Sacch., mit Uranylacetat a, = — 0,5) 
Sacch. (J = 2). Die im letzteren Falle beobachtete Links- 
drehung ist so minimal, daB Apfelsiure, wenn tiberhaupt, 
nur in Spuren vorhanden sein kann. Fumarsiure war 
auch in Spuren nicht nachzuweisen. 

AbschlieBend kann also iiber diese sehr eingehende Nacli- 
priifung der Gottschalkschen Versuche, die unter genauer 
Befolgung seiner Vorschriften angestellt sind, so viel mit posi- 
tiver Sicherheit gesagt werden, daB auch nicht in einem 
einzigen Fall trotz sehr langer Beriithrung mit dem Pilz- 
mycel die Brenztraubensiure, selbst in verdiinnten Lisungen, 
durch die Hinwirkung von Rhizopus nigricans zum 
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Verschwinden zu bringen war, wenn Gottschalk dies 
auch bei seinen Versuchen als die Regel aufstellt. Fiir die 
Behauptung Gottschalks, daB Rhizopus nigricans die Brenz- 
traubensdure angreift und weiter verarbeitet, lieB sich nicht 
ler geringste Beweis erbringen, da auch nicht in einem 
einzigen Falle dieser Schimmelpilz auf Brenztraubensiure- 
lisungen zum Wachsen zu bringen war. Es wurde ferner 
durch unsere Versuche klar bewiesen, da8, wenn Rhizopus 
nigricans auf Brenztraubensiurelésungen in Gegenwart von 
Fructose wichst, dies nur auf Kosten der Fructose ge- 
schieht. Die hierbei in einzelnen Fiillen beobachtete Apfel- 
siure ist stets nur aus Fructose, nicht aus Brenztraubensiure 
entstanden. 

In keinem einzigen Falle gelang es, bei der Hin- 
wirkung von wenig oder viel Pilzmycel ohne oder bei 
Gegenwart von Fructose, mit Hilfe von Rhizopus ni- 
gricans Fumarsaure aus Brenztraubensaéure auch nur 
in den geringsten Spuren zu erhalten. Man vergleiche 
hiermit die angeblichen Versuchsergebnisse Gottschalks, der 
behauptet, unter genau den gleichen Bedingungen, wie wir ge- 
arbeitet haben, in 3 Wochen bis 38 Monaten Mengen von 
0,36—0,74 g Fumarsiure (!) durch Vegetation von Rhizopus 
nigricans auf Brenztraubensiure gewonnen zu haben. Ks ist 
ohne weiteres einleuchtend, da8B bei unserer Versuchsanordnung 
derartig groBe Quantititen von Fumarsiiure unméglich unserer 
Aufmerksamkeit hitten entgehen kénnen. 


Auf alle Fille sind also die Angaben Gottschalks, 


daB der Schimmelpilz Rhizopus nigricans aus Brenz- 
traubensiiure regelmaBig Fumarsiure bildet, definitiv 
aus der Literatur zu streichen. 














Studien tiber das Verhalten von Polypeptiden und von 
Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem Alkali 
bzw. verdinnter Sdure. 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemcinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1927.) 


Wie der eine von uns kiirzlich gemeinsam mit Schnitzler® 
bzw. Mahn?) mitgeteilt hat, sind auf breiter Basis Unter- 
suchungen der folgenden Art mit dem Ziele, Einblick in be- 
stimmte Strukturméglichkeiten in den verschiedenen EKiweib- 
arten zu gewinnen, im Gange. Es werden Proteine bzw. 
Protenoide der Wirkung von verdiinntem Alkali bzw. ver- 
diinnter Siure ausgesetzt und die eintretenden Verainderungen 
verfolgt, und zwar an Hand der Bestimmung des Aminostick- 
stofis und des Drehungsvermégens. Ferner ist nach der Methode 
von Willstatter und Waldschmidt-Leitz gepriift worden, 
ob bei der Aufspaltung der angewandten Proteine Polypeptide 
oder Aminosauren oder aber beiderlei Spaltprodukte entstanden 
sind. Parallel mit den geschilderten Untersuchungen gehen 
solche, bei denen der Kinflu8 jener Alkali- und Séurekonzen- 
trationen auf verschiedenartig zusammengesetzte Polypeptide 
und verwandte Strukturen und ferner auf 2,5-Dioxopiperazine 
und tautomere Formen von solchen festgestellt werden soll, 
die eben gerade Proteine bzw. aus diesen dargestellte hoch- 
molekulare Abbaustufen zu verindern vermégen. Weiterhin 





1) Emil Abderhalden u. Erwin Schnitzler. Diese Zs, Bd. 164, 
S. 159 (1927). 

2) Emil Abderhalden u. Herbert Mahn, Diese Zs. Bd. 169, 
S. 196 (1927). 
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soll in entsprechenden vergleichenden Versuchen auch der 
EinfluB hoher Alkali- bzw. Siurekonzentrationen einerseits auf 
Proteine und andererseits auf Polypeptide und die wtbrigen 
der genannten Verbindungen studiert werden. Wir erhoffen 
auf diesem Wege bestimmte Strukturméglichkeiten als im 
Kiwei8 beteiligt ausschlie8en und wiederum andere als vor- 
handen feststellen zu kéunen. Endlich muB es sich auf dem 
eingeschlagenen Wege herausstellen, ob auBer der Polypeptid- 
und der Anhydridstruktur — 2,5-Dioxopiperazine bzw. tautomere 
Formen davon — noch andere Strukturméglichkeiten als im 
Kiwei8 vorhanden zu erkennen sind. Hier sei eingefiigt, daB 
Goldschmidt und seine Mitarbeiter!) auf Grund bedeutungs- 
voller Forschungen iiber die Einwirkung von Bromlauge auf 
Aminosauren, Polypeptide, 2,5-Dioxopiperazine und Eiweifstoffe 
eine wertvolle Stiitze fiir die Ansicht beigebracht haben, daB 
neben der Polypeptidstruktur noch andere Strukturméglich- 
keiten im EjiweiB verwirklicht sind, und zwar sprechen die 
Befunde der genannten Forscher im Sinne des Vorkommens 
von 2,5-Dioxopiperazinstrukturen.’) 

Unsere Untersuchungen iiber das Verhalten von Poly- 





‘) Anmerkung: Es ist bedauerlich, da8 Goldschmidt auch in 
der neuen Arbeit die zahlreichen im hiesigen Institut erhobenen Be- 
funde itiber das Vorkommen yon 2,5-Dioxopiperazinstrukturen auBer 
acht liBt und sich wiederum auf eine zusammenfassende Darstellung 
von mir beruft, die zu einer Zeit (2. Mai 1923) abgeschlossen worden 
ist (vgl. Emil Abderhalden, Handbuch der Biochemie, 2. Aufl., her- 
ausgegeben von Carl Oppenheimer, Bd. 2, S. 159ff. Gustav Fischer, 
Jena 1923), zu der die Hauptarbeiten iiber das in Frage kommende 
Gebiet noch nicht verdéffentlicht waren. Weiterhin beruft sich Gold- 
schmidt auf eine Behauptung von O, Léw, laut welcher ich seinerzeit 
den von ihm erhobenen Befund, wonach durch Oxydation von EiweiB 
Oxamid erhalten werden kann, nicht erwihnt haben soll, obwohl ich an 
der gleichen Stelle, an der Léw seine irrige Annahme verédffentlicht 
hat, den Nachweis erbracht habe, daB die betreffende Arbeit in Text 
und Zitat in vollem Umfang gewiirdigt worden ist (vgl. hierzu Chem. 
Ber. Bd. 59, Heft 2 (1926). 

*) Stefan Goldschmidt, Egon Wiberg, Friedrich Nagel 
u. Karl Martin, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 456, 8.1 (1927); vegl. 
auch Stefan Goldschmidt u. Walter Schén, Diese Zs. Bd. 165, 
S. 279 (1927). 
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peptiden gegeniiber Alkali und Saure verfolgen noch mehrere 
weitere Ziele. Zuniichst ist es von grobem Werte zu wissen, 
ob und in welchem Umfang Polypeptide von Alkali beeinfluft 
werden, weil sich daraus sehr wahrscheinlich bestimmte Folge- 
rungen fiir die besten Bedingungen zu ihrer Synthese ge- 
winnen lassen. Weiterhin besteht die Méglichkeit, aus einem 
verschiedenartigen Verhalten von Polypeptiden, an deren 
Aufbau verschiedene Aminosiiuren beteiligt sind, Schliisse 
auf das Vorkommen bestimmter Polypeptidketten im Eiweil 
zu ziehen, sofern an diesem entsprechende Beobachtungen 
gemacht werden kénnen. SchlieBlich wird man, da, wie ja 
aus den Versuchen hervorgeht, erhebliche Unterschiede in der 
Spaltungsgeschwindigkeit verschiedener Polypeptide festgestellt 
sind, mit der Méglichkeit rechnen diirfen, unter geeigneten 
Bedingungen schwer angreifbare Polypeptide abfangen zu 
kénnen. Vor allen Dingen interessiert uns das ganze Problem 
des Einflusses von verdiinntem Alkali und verdiinnter Siiure 
auf Polypeptide auch vom Gesichtspunkt der Wirkung jener 
Fermente, die die gleichen Verbindungen und vor allen 
Dingen EiweiBstoffe und ihre Abbaustufen unter Wasser- 
aufnahme zu spalten vermégen. 

Es liegen in der Literatur bereits Beobachtungen iiber 
die Spaltung von Dipeptiden durch verdiinntes Alkali und 
verdiinnte Siure vor. So berichtet Max Liidtke?), daB Glycy!l- 
glycin und Glycyl-alanin z. B. durch n-NaOH gespalten werden. 
Er fand einen Stillstand der Hydrolyse, bevor die Hydrolyse 
beendet war und zwar nach 15 bzw. 20tiigiger Einwirkung 
von n-NaOQH. P. A. Levene und M.H. Pfaltz?) studierten 
das Problem der Einwirkung von verdiinntem Alkali auf Pely- 
peptide vom Gesichtspunkt des optischen Verhaltens der an- 
gewandten Verbindungen und desjenigen der eventuell ent- 
stehenden Spaltprodukte. Sie fanden bei Lésung von Glycyl- 
elycyl-l-alanyl-glycin in n-Alkali nach 48 Stunden eine Aui- 
spaltung. Auch n/2-NaOH fiihrte zu einer Aufspaltung des 





') Max Liidtke, Diese Zs. Bd. 140, 8S. 100 (1924). 
*) P. A. Levene u. M.H. Pfaltz, I. of general Physiol. Bd. §, 
S. 183 (1925); I. of biol. chem. Bd. 68, S. 277 (1926); Bd. 70, S, 219 (1926). 
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genannten Tetrapeptids. Ferner wurde Glycyl-l-alanyl-l-alanyl- 
glycin durch verdiinntes Alkali hydrolysiert. Ferner fihrt 
Ernst Waldschmidt-Leitz?) die Beobachtung einer raschen 
Veriinderung von Gelatineabbauprodukten bei einer p,, von 9,0 an. 
Wir kommen auf diesen Befund an anderer Stelle noch zuriick. 
Ob es sich bei der Feststellung des genannten Befundes um 
Hydrolyse von Polypeptidketten oder um andere Vorgiinge 
sehandelt hat, steht nicht fest. 

Als wesentlichstes Resultat unserer Untersuchungen sei 
zunichst hervorgehoben, daB nach allen bisherigen Er- 
fahrungen Polypeptide, an deren Aufbau Glykokoll 
beteiligt ist, durch verdiinntes Alkali eine Auf- 
spaltung erfahren, und zwar zeigte es sich, daB schon bei 
einer p,, von 7,8 mit der Zeit eine Hydrolyse feststellbar ist. 
So sind 1-Leucyl-glycyl-d-alanin und Glycyl-l-leucyl- 
elycyl-d-alanin (vgl. im experimentellen Teil, Nr. 17 und 22) 
jn allerdings langerer Zeit merklich angegriffen worden. Diese 
Beobachtung erscheint uns deshalb von besonderem Interesse, 
weil aus ihr hervorgeht, daB durch Fermente, wie Trypsin 
und Erepsin, nicht eine Reaktion zur Auslésung kommt, viel- 
mehr wird offenbar eine bereits im Gange befindliche sehr 
stark beschleunigt. 

Von besonderem Interesse ist ferner, daB Polypeptide, an 
deren Aufbau kein Glykokoll beteiligt ist, der Alkali- 
einwirkung im Rahmen der von uns gewihlten Kon- 
zentration in weitgehendem MaBe widerstehen. Wir 
behalten uns vor, durch weitere Studien festzustellen, bei 
welchen Alkalikonzentrationen eine raschere Hydrolyse erfolgt. 
Vor allem interessiert uns die Beobachtung, da8 nach linger 
dauernder Einwirkung von verdiinntem Alkali schlieBlich eine 
sprungartige Zunahme des Aminostickstoffs erfolgt. Thr gilt 
es nachzugehen. 

Was nun die glycinhaltigen Polypeptide anbetrifft, so 
haben wir, ausgehend von einer p,, von 7,8 die Alkalescenz 
mehr und mehr ansteigen lassen. Aus den mitgeteilten Be- 


') Ernst Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1924). 
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funden ergibt sich, daB die Hydrolyse mit steigendem p, 
rasch ansteigt. 

Als weiteres Ergebnis ist zu erwaihnen, daB Dipeptide, 
an deren Aufbau Glykokoll beteiligt ist, viel lang. 
samer durch verdiinntes Alkali zerlegt werden, als 
solche Polypeptide, die aus mehr als zwei Amino- 
Siuren bestehen, und zwar scheint ganz allgemein 
die Raschheit der Hydrolyse mit der Liinge der Poly- 
peptidkette, immer vorausgesetzt, daB Glykokoll 
vorhanden ist, anzusteigen. Vgl. die folgenden Beispiele: 
Glycyl-l-leucin, d,l-Leucyl-glycin, Glycyl-d,l-c-amino- 
caprylsaiure (Nr. 2, 4, 6), ferner d,l-Leucyl-glycyl-d-ala- 
nin, l-Leucyl-diglycyl-glycin und l-Tryptophyl-glycy|- 
glycin (Nr. 7, 13, 12). Diese Beobachtung steht in Einklang 
mit den Befunden von P. A. Levene und M. H. Pfaltz.!) 

Kine Hiufung der Glycinreste und ferner Glyko- 
koll als Trager der freien Aminogruppe lassen die 
betreffenden Polypeptide als besonders labil in al- 
kalischer Lésung erscheinen. Vegl. als Beispiel: l-Leu- 
cyl-diglycyl-glycin, d,l-Leucyl-glycin (Nr. 13, 4), ferner 
Glycyl-d-alanyl-l-leucyl-d-valin (Nr. 10) und Glycy!- 
1-leucin (Nr. 2.) 

Es ist ferner Glycyl-d,l-c-aminocaprylsaure (Nr. 6) 
rascher gespalten worden als Glycyl-l-leucin und d,1- 
Leucyl-glycin (Nr. 2 und 4). 

Bei der Kinwirkung verdiinnter Saure erfolgte 
in allen untersuchten Fallen eine ganz bedeutend 
geringere Hydrolyse als bei alkalischer Reaktion. 

Von besonderem Interesse scheint uns das Ergebnis des 
folgenden Versuches zu sein. Wir unterwarfen das Tripeptid 
l-Tryptophyl-glycyl-glycin der Eimwirkung von Erepsin 
und von n-Alkali; ferner von Pepsinsalzsiiure und von n-Salz- 
siure. Wihrend beim letzteren Versuchspaar die Wirkung 
des Fermentes gegeniiber der Séurewirkung nicht in Kr- 
scheinung trat, ergibt sich aus dem vergleichenden Versuch 
mit Erepsin und mit n-Alkali, daB in beiden Fallen die Hydro- 





1) A.a. O. 
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lyse einen sehr dhnlichen Verlauf nahm, und zwar betrifft dies 
sowohl die Freilegung von NH,-Gruppen als auch den Verlauf 
der Beeinflussung des Drehungsvermégens, d.h. mit anderen 
Worten, es war offenbar die Spaltung des angewandten 
Tripeptids durch Erepsin bei einer p, = 7,8 so stark 
gesteigert worden, daB sie den gleichen Grad er- 
reichte, wie bei der Einwirkung von n-Alkali. 

Geht man von der Vorstellung aus, daB bei der Ein- 
wirkung von Erepsin auf Polypeptide zunichst eine chemische 
Bindung zwischen Substrat und Ferment eintritt, eine An- 
nahme, die einerseits durch Beobachtungen iiber die Hemmung 
der Polypeptidspaltung durch Zusatz von Aminosaiuren ge- 
stiitzt wird’), und andererseits vor allen Dingen durch die 
Untersuchungen von Kuler’) einer Priifung unterzogen wird, 
dann ergibt sich aus ihr die Frage, ob sich durch Hin- 
fihrung bestimmter Gruppen, sei es in die freie 
Aminogruppe, sei es in die Carboxylgruppe, die 
Geschwindigkeit der Aufspaltung von Polypeptiden 
durch verdiinntes Alkali beschleunigen 1laBt. Wir 
haben den Kinflu8 der Einfiihrung der Benzoylgruppe auf die 
Geschwindigkeit der Hydrolyse von Polypeptiden durch ver- 
diinntes Alkali gepriift. Es zeigte sich, daB sie gesteigert wird. 
Hierzu sei bemerkt, daB selbst nach 99 Stunden keine freie 
Benzoesiure festgestellt werden konnte. Beim Versetzen des 
Reaktionsgemisches mit der uquivalenten Siuremenge bildete 
sich ein weiBer Niederschlag, der bei weiterem Ansiuern wieder 
in Lisung ging. Durch Ausziehen mit Ather konnten Benzoyl- 
d,l-leucyl-glycin und ferner etwas Benzoyl-d,1-leucyl-glycyl- 
d-alanin, sowie Benzoyl-d,l-leucin gewonnen werden. 

Die Beobachtung, wonach verdiinntes Alkali Polypeptide 
hydrolysiert, und vor allen Dingen die Feststellung, daB schon 
bei einer p, von 7,8 ihr Abbau einsetzt, fihrt zu der Ver- 
mutung, daB jene Fermente, die Kiwei8 und deren Abbauprodukte 
bei schwach alkalischer Reaktion zu zerlegen vermégen, in 


1) Emil Abderhalden u. Alfred Gigon, Diese Zs. Bd. 53, 
S. 251 (277) (1907). 

*) Vgl. H. v. Euler, Chemie der Enzyme, 2. Teil, S. 419, J. F. Berg- 
mann, Miinchen 1927. 
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irgendeiner Weise eine Verschiebung im Sinne einer Erhéhung 
der Hydroxylionenkonzentration im Bereich des Substrates be- 
wirken, oder aber durch ihre Beziehung zum Substrat diesem 
bei gegebener p,, eine hodhere Labilitit erteilen. Wir haben 
mit Modellversuchen begonnen und einstweilen gepriift, wie die 
Hydrolyse von Glykokoll enthaltenden Polypeptiden verliutt, 
wenn der Versuchslésung bestimmte Stoffe in kolloidem Zu- 
stand zugesetzt werden. Ejinstweilen ist kein verwendbares 
Ergebnis erhalten worden, weil durch Adsorptionserscheinungen 
die ganzen Versuchsbedingungen uniibersichtlich wurden. 

Kin weiteres Problem, das in Arbeit ist, ist das folgende: be. 
kanntlich labt sich in besonders giinstigen Fallen die Art des Ab- 
yaues von optisch-aktiven Polypeptiden an Hand der Bestimmung 
des Verhaltens des Drehungsvermégens des Ferment-Polypeptid- 
gemisches verfolgen.') Es ist dies dann der Fall, wenn z. b. 
bei einem Tripeptid die als Zwischenprodukte méglichen beideu 
Dipeptide unter sich im Drehungsvermégen verschieden sind, 
und ferner ein ausreichender Unterschied gegeniiber dem 
optischen Verhalten des Ausgangsmaterials besteht. Es bleibt 
zu priifen, ob bei der Alkalieinwirkung auf optisch-aktive 
Polypeptide sich ein entsprechender Verlauf der Hydrolyse der 
Polypeptide nachweisen laBt, wie es bei der Einwirkung von 
Erepsin der Fall ist. Dabei muB8 allerdings Riicksicht aui 
event. Inaktivierung durch die Alkalieinwirkung genommen 
werden. Es liegt ihr wahrscheinlich eine Enolisierung zu- 
grunde. Wir wollen an dieser Stelle auf unsere eigenen Beob- 
achtungen auf diesem Gebiete nicht eingehen. Wir kommen 
auf sie zuriick, sobald wir itiber ein gréBeres Material ver- 
fiigen. Verwiesen sei auf die interessanten Beobachtungen 
von P, A. Levene und M. H. Pfaltz (a. a. 0O.), wonach schon 
sehr verdiinntes Alkali (z. B. 0,1 n-NaOH) optisch-aktive 2,5-Di- 
oxopiperazine inaktiviert. Die genannten Forscher sprecheu 
von einer Racemisierung, jedoch diirfte es richtiger sein, von 
einer Inaktivierung zu sprechen, sofern es sich um die Bildung 





1) Vgl. hierzu die Literatur bei Emil Abderhalden, Lehrbuch 
d. physiologischen Chemie, 5. Aufl., Bd. 2, Vorlesung 16, Urban & Schwarzen- 
berg, Berlin-Wien 1923. 
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yon ungesittigten Verbindungen unter Enolisierung handelt. 
Wiirde es sich um eine Racemisierung handeln, dann miiBte 
es mdglich sein, die Racemform in ihre optisch-aktiven Anti- 
poden aufzuspalten. Wir sind mehrfach gleichen Befunden 
begegnet. So sei z. B. hervorgehoben, daf der eine von uns (A.) 
gemeinsam mit Schnitzler beobachtet hat, daB bestimmte 
Abbaustufen aus Seidenfibroin, die eine starke Pikrinsiure- 
reaktion geben, bei der Einwirkung von n-Alkali sehr rasch 
an Drehungsvermégen einbiiBen, wobei gleichzeitig alle An- 
zeichen des Auftretens ungesittigter Gruppen zutage treten 
(wie zB. das Vermégen der Aufnahme von Brom). 

Zu allen erwihnten Studien ist ein groBbes Ausgangs- 
material zu Modellversuchen notwendig. Es miissen vor allen 
Dingen auch noch die von dem einen von uns (A.) vor Jahren 
durchgefiihrten Versuche iiber den stufenweisen Abbau von 
Polypeptiden durch Fermente verschiedenartiger Herkunft 
wiederholt und weiter ausgefiihrt werden. Der Mangel an 
entsprechendem Material hat bislang die Fortsetzung jener 
Studien verhindert. Es sind nun eine Reihe optisch-aktiver 
Polypeptide dargestellt. Ejinige, die noch nicht beschrieben 
sind, haben schon fiir die hier mitgeteilten Untersuchungen 
Verwendung gefunden. Wir werden die in Frage kommenden 
Polypeptide zusammenfassend mit allen dabei gemachten Er- 
fahrungen in einer besonderen Mitteilung bekannt geben. 

Ks sei noch erwihnt, daB die Aminostickstoff bestimmungen 
nach Sérensen und van Slyke durchgefiihrt worden sind. 
In der Regel wurde die letztere Methode verwendet, weil sie 
die Auswertung bei geringen Veriinderungen noch gestattet 
und nur den 5. Teil an Substanz bei gleicher Sicherheit der 
Ergebnisse bendtigt, wie die Titration nach Sérensen. Will 
man genauere Messungen durchfiithren, dann kommt bei der 
Verwendung von Polypeptiden die Methode von van Slyke 
nicht in Frage, weil bei ihrer Durchfiithrung Veriinderungen 
an den zur Bestimmug dienenden Substanzen im Sinne einer 
Hydrolyse eintreten. Kommt es auf méglichst absolute Werte 
an, dann mu8 man unter Opfer an Material der Methode von 
Sérensen bzw. derjenigen von Willstatter den Vorzug geben. 
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Experimenteller Teil. 


EinfluB8 verschiedener OH-Konzentrationen auf Polypeptide 


bei 38—40°. 


a) 1 cem Lsg. entsprechen fiir 1 NH,-Gruppe nach van Slyke bei 
0,1 mol. = 2,44 ecm N; bei 0,05 mol. = 1,22 eem N (20° u. 750 mm), 


b) 1 dm a??° = 2°, 




























































































_ | Konz. a) Nach Stunden Biuret- 
Nr. Pu . Bemerkung 
mol. b) 0 | o4 | 250 | 380 reaktion 
l-Leucyl-glycyl-d-alanin 

17 | 0,1 7,8| a)| 2,15) 2,16) — 2,20) ++++ | py nach Indik. 
b) | +0,29,| +0,30; — | +0,29 Reihe gemessen 

is | 01 | 82] a)] 217) 214) — | 2,22)44-4 desgl. 
b) | +0,27; +0,27| — | +0,26 

19 | 0,1 9,0] a) 2,10; 2,08) — 2,26) ++++ | Phosphatpuffer 
b) | +0,24' +0,23; — | +0,24 

20 | 0,05 | 11,4} a) 7 1,00) 0,95; — 1,25] ++-++ | potentiom. gem. 
b) | —0,04; —0,04; — | —0,03 

21} 0,05 |13,7] a)] 1,00) 1,86) 2,10 | 2,45/++—--] 0,5n-NaOH 
b) | —0,05/| +0,03| — | +0,07 

Glyeyl-l-leucyl-glycyl-d-alanin 

22] 0,1 | 78] a)] 1,80; — 1,90| 1,90] +-++ vgl. oben 
b) | —1,04) — | —1,03| —1,02 

23| 0,1 | 90]a)]| 1,75) — | 1,85/ 1,90) +-4++ vel. oben 
b) | —6,98| — | —0,99} —0,98 

24] 0,05 | 11,4] a)] 0,90) 0,95) 1,16 1,20) +4—-—- 
b) | —0,45' — | —0,48 —0,50 

25 | 0,05 | 18,7] a) 0,95. 1,82 2,25 | 2,30}+(+)——]| 0,5 n-NaQH 
b) | —0,47 | —0,30 | —0,25 | —0,02 

Glycyl-d-alanyl-leucyl-d-valin 

26 | 0,05 oe a) 1,20 | 1,80 | 1,95 | 2,25 aon 

b) | —1,55; —1,05) —0,50 | —0,43 
Benzoyl-d,l-leucyl-glycin 
| | 0 | 24 44 | 120 | 
27} 0,05 | 7,8 | a) | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 015 | +--+ | Phosphatpuffer 











Benzoyl-d,l-leucyl-d-alanin 
28 | 0,05 | 7,8 | a) | 0,02 | 


0,04 | 0,04 0,20 | -+++ | desgl. 
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Einflu8 von n-Natronlauge auf Polypeptide bei 38—40° 
in 0,05 molarer Losung. 
a) 1 cem der Versuchslésung entspricht fiir 1 Aminogruppe pro Mol 
nach van Slyke 1,22 cem N bei 20° und 750 mm. 


b) Nach Sérensen entsprechen 2 cem der Versuchslésung 0,5 cem 
0,2 n-NaOH fiir 1 Aminogruppe pro Mol. 
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a) 
Verbindung 1. nach # Stdn.; 2. 6) ccm; 3. 1 dm a?!° = 2° 
1 0 20 72 102 144 
d,l-Leueyl-leucin | 2] a) 1,33 1,32 1,30 | 1,35 1,45 
3 mi _ _— — = 
i. 0 | 16 50 140 | 
Glyeyl-l-leucin >| % 1,30 | 1,40 , 1,60 | 2,21 
b) 048 {| — —_— | — 
3 ie wn -_ _ 
Glyeyl-l-leucin + I. 0 | 15 59 a 240 
pire >| a) 2,40 | 2,70 | 275 | — | 3,45 
(iquimolare Menge) D’) 1,18 | 1,48 1,93 = | 2,23 
3. —0,25° |—0,15°} —0,05°| — | +0° 
1 0 24 47 99 | 148 
‘ 22 oD | 2,02 | 2,30 
d, 1l-Leucyl-glycin 2. a) 1,22 ae 1,88 | 4 Th. 
ae ae —~ tam | oe Dee 
3 _ _— —_ | tin ee 
| | 
| 
1. 0 | 24 47 | 997) | 148 
Benzoyl-d, |-leucyl- ‘ a) 0,02 | 0,82 1,19 | 1,30 | 2,00 
glycin “lp —- | — — ae 
3. a we a ee a 
| | | 
1. 0 | 25 50 | 
Glycyl-d, l-o-amino- >| a) 1,40 1,70 255 | | 
caprylsiure “Tt bb — | — 0,85 | 
8 —- {| — ~ | 
| | | 
1 0 | 2% 48 | 128 | 184 
d,l-Leueyl-glyeyl- | >| a) 1,833 | 2,58 | 2,70 | 2,97 | 3,00 
d-alanin ~“t by — | —  — | 1,48 
3. —0,51° | +0,05°} +0° | 40° | +0° 





ne ene 


1) D = Differenz — Alanin-N. 


*) Benzoesiure nicht frei! 
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Nr. Verbindung 1. nach x Stdn.; 2. : ecm; 3. 1 dm «@?!’ = 
Benzoyl-d, l-leucyl- . ia ” “ _— 
: glyeyl-d-alanin —— + oe ae or | ie 
3, —0,62°  —0,18°} —0,07°|; —0,02° 
i. 0 5 50 67 12 
9 eo 2.1 a) 1,25 124 | 1,26 | 1,30 | 1,60 
er 3.) —0,74° |-0,70°} — |—0,52° | -o4 
ee 1, 0 Qt 48 300 
10 ai = we : 2.1 a) 1,15 1,48 1,75 | 2,60(? 
Oe Se ee 3.1 a,—1,65° | —0,85°} — |—0,22° 
1. 0 . 25 54 i 
- d-Leucyl-glycyl- > | ® 1,40 1,74 2,04 2,40 2, 
l-tyrosin “| bp) — —_ — -- L 
8, +0,60° — | +0,52°|+0,42° | + 
1. 0 2 5 9 Q 
ia | Pt i gaia 2.{ a) 1,20 | 1,70 | 2,16 | 2,45 2, 
ia 8. +0,57° | 40,549] +0,85°/+0,83° | +0. 
0,25 n-Natronlauge. 
a 0 | 6 | 21 381 
13 ine 1BIYSY 12.1 a) 1,30 1,55 | 2,25 | 255 3, 
gtycin 8. +0,24° | +0,24°| +0,25° +0,24° +0, 
l-Leucyl-diglyeyl- | 1. 6 | 2t | 88 
14; glycin + Tierkohle | 2.] a) 1,25 1,55 | 1,90 | 2,35 2, 
(0,1 g auf 10 cem Lsg.) | 3. +0,24° | +0,24°) +0,25°| +0,25° +0,24 
Versuche mit Normal-Salzsiure bei 40°. 
1. 0 48 80 2001) 
15 vide — 2.) a) 1387 | 1,48 | 1,60 | 2,15 
ag ee Te 3, —1,70° | —1,65°} —1,55°| —1,20° 
1. 0 48 60 2001) 
16 wai 60 eyk Jad a) 1,87 2,00 | 215 | 3,25 
_—— 3. +0,65° | +0,60°| +0,59°| +0,45° 
1. 0 | 85 1,5 24 
17 ait -glyeyl- | 5} a) 1,20 1,30 | 140 | 1,80 
~_ 8. +0,75°  +0,77°| +0,75°| +0,76° 


























1) Biuretreaktion +! 
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Vergleichende Versuche uber die Einwirkung von Erepsin bei 
p,, = 7,8 bzw. Pepsin bei p,, = 1,6 und in n-Natronlauge bzw. 
n-Salzsaure bei 40° auf 1-Tryptophyl-glycyl-glycin. 
Konzentration: 0,05 mol. Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke: 
0,5 cem Lésung entsprechen fiir 1 NH,-Gruppe pro Mol, 0,61 cem N 
von 20° und 750 mm. Je 0,1 cem Lésung wird mit Bromwasser gleich- 
bleibender Konzentration titriert. 





| 
| 























Erepsin n-NaQH 
3 _ | | Differenzen | Z | css 
fis | s | Kontrollen | =] 
ore) e |i a | ee | 
= - 

a 1 A =) « : N aoe Vibe | a® 
—_ > | N Oo oe? > | 

ccm) ccm | ccm ccm | cem | 


0] 5 | 0,80 | +0,49 | 0,20 | —0,10 | 0,60 | +0,59 | 4,5 | 0,60 +0,57 
2 | 4,8 0,98 | +0,45 | 0,18 | —0,12 | 0,80 +057] 5 | 0,85  +0,54 
5 | 5,4 | 1,80 | +0,17 | 0,20 | —0,15 | 1,10 | +0,32 | 5,27) 1,08 +0,35 
9.5] 5,2 | 1,49 | +0,12 | 0,20 | —0,18 | 1,29 | +0,32 | 4,8 | 1,25  +0,33 
24 | 5,0 | 1,70 | —0,02 | 0,25 | —0,20 | 1,45 | +0,24 | 4,6 1,40 | 40,26 

















Pepsin n-HCl 
o~ - emrnenaneemeenrencciaenaeat — _ me l enn ‘aia: Si nrarecmaanse = = = — | se rere nem nas on a 
0 | 3,2 | 0,58 +1,00 | 0,02 | +0,25 | 0,52 | +0,75 | 3,4 | 0,60 +0,75 
3,5] 4,2 | 0,65 +0,99 | — | +0,26 | 0,65 | +0,73 | 3,4 | 0,65 | +0,77 
7,5] 3,2 | 0,62 +1,00 | — | +0,25 | 0,62 | +0,75 | 3,6 | 0,70 | +0,75 
24 | 3,0 | 0,72  +1,00 | 0,04 +0,27 | 0,72 | +0,73 | 4,0 | 0,75 +0,76 




















') Mit Phosphatpuffer lockere Fillung, nicht stdrend. 
*) Auftreten eines geringen flockigen Niederschlages. 
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Studien iiber das Verhalten von Polypeptiden und von 
Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem Alkali 
bzw. verdiimnter Sdure. 


Il. Mitteilung. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Brockmann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1927.) 


In der vorhergehenden Mitteilung?) ist ausgefiihrt, vou 
welchen Gesichtspunkten aus das Studium der Kinwirkung von 
verdiinntem Alkali und von verdiinnter Siure auf Polypeptide 
vorgenommen worden ist. Wir haben die Versuche iiber den 
EinfluB einer verschiedenen Wasserstoffionenkonzentration aui 
die Hydrolyse von Dipeptiden und von verschiedenartig zu- 
sammengesetzten Polypeptiden an Hand weiterer Beispiele aus- 
gedehnt. Es zeigte sich hierbei wiederum sehr deut- 
lich der Einflu8 des Vorhandenseins von Glykokol!l 
als Baustein innerhalb von Polypeptidketten auf dere: 
Hydrolysierbarkeit durch n-Alkali, Fehlt Glykokoll als 
Baustein, dann sind die Polypeptidketten viel stabiler. ‘So 
wurde z. B. d,l-@-Aminobutyryl - d,l-@-aminobuttersiiure yon 
n-Alkali innerhalb von 123 Stunden nicht, oder doch nur ganz 
unwesentlich veriindert. Unverkennbar ist ferner bei Vor- 
handensein von Glykokoll im Molekiil der EKinfluB der 
Linge der Polypeptidkette und ferner auch der Hiu- 
fung von Glycylgruppen auf die Geschwindigkeit de: 
Hydrolyse durch n-Alkali. n-Salzsiure bewirkt be: 
37° gleichfalls eine Hydrolyse von Glykokoll ent- 
haltenden Dipeptiden und Polypeptiden, jedoch ver- 
liuft die Hydrolyse ganz bedeutend langsamer als 


1) Diese Zs. Bd. 170, S. 134 (1927). 
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bei der Einwirkung von n-Alkali unter sonst gleichen 
Bedingungen. Ferner ist von Interesse, daB bei einer 
p,, vou 7,8 gleichfalls eine Spaltung von Polypeptiden 
einsetzt. Sie verlaiuft jedoch sehr langsam und scheint nach 
einiger Zeit zum Stillstand zu kommen und zwar bevor der 
Umfang der Spaltung einen gréBferen Betrag erreicht hat. Hier 
sei eingefiigt, daf wir bei den Versuchen, Polypeptide durch 
verdiinntes Alkali bzw. verdiinnte Siure aufzuspalten, das 
Pufferungsvermégen der entstehenden Abbaustufen nicht beriick- 
sichtigt haben, d. h. es ist im allgemeinen nicht auf eine Kon- 
stanz der Anfangs-p,, geachtet worden. Es kam uns zuniichst 
nur darauf an, allgemein zu priifen, wie sich bestimmte Poly- 
peptide gegeniiber einer bestimmten Wasserstoffkonzentration 
bei bestimmter Temperatur verhalten. In weiteren Versuchen 
soll der Verlauf der Hydrolyse bei gleich bleibendem p,, ge- 
prift und festgestellt werden, ob sich ein Gleichgewicht ein- 
stellt, das sich ey. auch von den Abbaustufen aus in um- 
gekehrter Richtung erreichen laBt. Hierfiir sprechen einige 
Beobachtungen. 

Die geschilderten Untersuchungen sind nicht nur unter- 
nommen worden, um Erfahrungen tiber den Einflu8 der Zu- 
sammensetzung von Polypeptiden auf ihre Angreifbarkeit durch 
verdiinntes Alkali bzw. verdiinnte Siure zu sammeln, vielmehr 
galt es auch, Anhaltspunkte fiir méglichst giinstige Ausbeuten 
bei der Synthese von Polypeptiden durch Kuppelung von Amino- 
siuren bzw. Polypeptiden mittels Siurechloriden zu gewinnen. 
So haben wir unter anderem gepriift, wie sich Chloracetyl- 
djl-leucin gegenitiber n-Natronlauge verhalt. Es zeigte 
sich bei 37° eine weitgehende Spaltung. Aus dieser Fest- 
stellung ziehen wir den SchluB, daB es zweckmaBig ist, nach 
Beendigung der Kuppelung von Siurechloriden mit. Amino- 
siuren bzw. Polypeptiden sofort anzusiituren. Wenn auch bei 
Zimmertemperatur bzw. in der abgekiihlten Lésung des Kupp- 
lungsproduktes die Kinwirkung des Alkalis gehemmt ist, kinnte 
dennoch die einsetzende Hydrolyse die Ausbeute an Kuppe- 
lungsprodukt mehr oder weniger erheblich beeintrichtigen. 
-Fernerhin haben wir gepriift, ob eine gesittigte Lésung von 
10* 
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Ammoniak in Wasser bei 37° auf Diglycyl-glycin spaltend ein- 
wirkt. Es ist dies in der Tat der Fall. Diese Feststellung 
gibt vielleicht eine Erklirung dafiir, da& insbesondere bei 
Glykokoll enthaltenden Polypeptiden die in gewéhnlicher Weise 
durchgefiihrte Aminierung (Aufbewahrung der wiBrigen, am- 
moniakalischen Loésung des Halogenacylkérpers bei 37°) zu 
unbefriedigenden Ausbeuten fihrt. In der Tat konnte fest- 
gestellt werden, daB bei der Aminierung bei Zimmertemperatur 
bessere Ausbeuten erhalten werden. 

Ferner haben wir d,l-e@-Bromisocapronyl-diglycy]- 
glycin und vergleichsweise Diglycyl-glycin der Kin- 
wirkung von n-Natronlauge ausgesetzt. Wie aus dem 
experimentellen Teil zu ersehen ist, liefert die erstere Ver- 
bindung in gleichen Zeiten eine gréBere NH,-Menge als die 
letztere. Weitere Versuche miissen klarlegen, ob es sich dabei 
um eine raschere Aufspaltung der Glycylketten handelt oder 
aber, ob eine Abspaltung der «w- Bromisocapronylgruppe in 
Frage kommt. 

Wir haben uns fernerhin noch die Frage vorgelegt, ob 
das Kation EHinflu8 auf die Spaltungsgeschwindigkeit 
von Polypeptiden hat, und zwar priften wir n/2- KOH, 
n/2-NaQH, n/2-LiOH bei 20° In allen Fallen war die Spal- 
tungsgeschwindigkeit die gleiche. SchlieBlich priiften wir noch 
den EinfluB von Wasser auf Diglycyl-glycin. Es zeigte sich, 
daB beim Erhitzen der wiBrigen Lésung des Tripeptids auf 
150° im Bombenrohr nach 5 Stunden eine Aufspaltung nach- 
weisbar war. Endlich priiften wir den Einflu8 von frisch ge- 
filltem Eisenhydroxyd auf die Hydrolyse von Diglycyl- glycin 
durch n-NaOH. Es zeigte sich keine Wirkung des Zusatzes. 

In besonderen Untersuchungen haben wir es unternommen, 
den Verlauf der Spaltung von Polypeptiden nach er- 
folgter Einwirkung von n-Akali festzustellen. Zu 
diesem Zwecke wurden die Lésungen mit n-HCl gegen Lack- 
mus neutralisiert und dann im Vakuum eingedampft. Der Riick- 
stand bestand dann aus unverindertem Polypeptid, den ge- 
bildeten Abbauprodukten und aus Kochsalz. Er wurde in 
Wasser aufgenommen und die Lésung mit frisch gefilltem, 
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neutralem Kupferoxyd gekocht. Die Kupfersalze wurden dann 
getrennt. Beim l-Leucyl-glycyl-d-alanin gelang es, Leu- 
cin, Glycyl-d-alanin, 1-Leucyl-glycin und d-Alanin zu iso- 
lieren und an Hand der Kupfersalze zu identifizieren. Auf 
Grund dieses Ergebnisses ist anzunehmen, daB das Tripeptid 
von Alkali so angegriffen wird, daB 1-Leucin und Glycyl-d-alanin 
und ferner d-Alanin und |-Leucyl-glycin entstehen. 

Wir haben fernerhin den Abbau von Glycy]l-l-leucyl- 
glycyl-d-alanin durch Alkali verfolgt. Ks konnte das Kupfer- 
salz des Glycyl-d-alanins identifiziert werden. Ferner wurde 
ein Gemisch von Leucin und Glycin gewonnen. Es scheint 
somit, daB das erwihnte Tetrapeptid so gespalten wird, daB 
zunichst Glykokoll und dann Leucin zur Abspaltung kommen 
und hierauf Glycyl-d-alanin iibrigbleibt, sofern die Hydrolyse 
rechtzeitig unterbrochen wird. Diese Versuche bediirfen selbst- 
verstindlich noch der Erweiterung. Vor allem ist es notwendig, 
die Isolierung der Spaltprodukte quantitativ vorzunehmen. Hierzu 
sind gréBere Substratmengen erforderlich. 

Wir beabsichtigen, die vorliegenden Untersuchungen nach 
verschiedenen Richtungen zu erweitern. Vor allen Dingen fesselt 
unser Interesse der EinfluB des Vorkommens von Oxy- 
aminosiuren, von Bicarbonsiuren und von basischen 
Bausteinen, wie Arginin, Lysin und Histidin innerhalb 
von Polypeptidketten und verwandten Strukturen. Mit der 


Synthese der entsprechenden Polypeptide sind wir bereits be- 
schaftigt. 


Experimenteller Teil. 
Spaltung von Dipeptiden mit n-NaOH bei 37° 
(van Slyke-Methode). 


Lésungen 0,1 mol. Die Tabelle zeigt die zu verschiedenen 


Zeiten aus 1 ccm Liésung entwickelten Stickstoffvolumina bei 
21°, 750mm Hg. 


Dipeptide Oe 126" 2945 
Glycyl-l-leucin . . . 38,22 4,41 4,56 
d,l-Leucyl-glycin. . . 2,78 4,43 5,10 


Glyeyl-d-alanin . . . 2,90 4,78 4,60 
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Das lccm einer 0,1 mol. Liésung iaquivalente Stickstoff- 
volumen bei 21°, 750mm Hg betragt 2,43 ccm. 

Dipeptide werden, wie die Tabelle zeigt, beider van Slyke- 
Bestimmung angegriffen. Kleine Mengen Dipeptid, wie sie 
gegen Ende der Spaltung auftreten, werden iibersehen, wie 
folgender Versuch zeigt. 0,1315g Leucin, 0,0796g Glycin, 
0,0407 g Glycyl-leucin wurden in 10ccm n-NaOH gelést. In 
2ccm wurde der Aminostickstoff einmal nach Sérensen, ein- 
mal nach van Slyke bestimmt. 


Gefunden nach Sérensen: Differenz: Gefunden nach van Slyke: 
5,6 mg Stickstoff 0,75 mg 6,35 mg Stickstoft 


Wiirde alles in 2ccm vorhandene Dipeptid gespalten, so 
wiirde ein Zuwachs von 0,6mg N eintreten, d.h. der nach 
van Slyke gefundene Wert miiBte um 0,6 mg hoher sein als 
der nach Sérensen gefundene. 

Um die bei der gasometrischen Bestimmung stattfindenden 
Aufspaltungen zu vermeiden, wurde der Aminostickstoff nach 
Sérensen bestimmt. Es lagen 0,1 mol. Lésungen vor. Die 
folgende Tabelle gibt die von 8 ccm Lésung verbrauchten 
Kubikzentimeter n/5-NaOH an. 


Kinwirkung von n-NaOH auf Dipeptide bei 37° 
(Formoltitration). 
Die 8ccm einer 0,1 mol. Lésung Aquivalente Stickstofi- 
menge entspricht 4,00 ccm n/5-NaOH. 


Dipeptide Om 485 102 165" = 211% 
Glycyl-d-alanin . . . 4,13 6,84 7,26 7,30 ~ 
Glycyl-l-leucin. . . . 4,07 5,11 5,86 6,92 7,00 
d,l-Leucyl-glycin. . . 4,05 4,96 5,78 6,30 6,76 


Kinwirkung von n-NaOH auf d,l-¢-Aminobutyryl- 
d,l-w-aminobuttersiure bei 37° 


Als Beispiel eines glycinfreien Dipeptides wurde d,l-«- 
Aminobutyryl - d,l- @-aminobuttersiure bei 37°, in n-NaOH zu 
einer 0,1 mol. Liésung gelést, im Brutraum aufbewahrt. Der 
Aminostickstoff wurde in 1 ccm Lésung bestimmt. Die Tabelle 
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gibt die zu verschiedenen Zeiten gemessenen Stickstoffvolumina 
bei 21°, 750mm Hg an. 
0* 48% 72" 123° 
0,1 mol. Lésung . . 1,24 1,25 1,26 1,29 
1 Aquivalent N = 1,21 cem. 
Spaltung mit n-HCl bei 37°. 
0 1235 
0,lmol. Lésung ... . 1,24 1,29 


1 Aquivalent N = 1,21 cem. 


Kinwirkung von n-HCl auf Dipeptide bei 37° 
(van Slyke-Methode). 
Ks lagen 0,05 mol. Lésungen vor. Die Tabelle gibt die 


Volumina Stickstoff an, die bei 20°, 750mm Hg von 2 ccm 
Lésung entwickelt werden. 


Dipeptide 0° 100° 268% 
Glycyl-d-alanin . . . 3,00 3,22 3,88 
Glyeyl-l-leucin  . . . 38,07 3,13 3,32 
Leucyl-glycin . . . . 2,50 2,97 3,18 


Die 2ccm einer 0,05 mol. Lésung aquivalente Stickstoff- 
menge entspricht 2,43 ccm Stickstoff bei 20°, 750mm Hg. 


Kinwirkung von n-HCl auf l-Leucyl-glycyl-d-alanin 
und d-Alanyl-l-leucyl-glycyl-d-alanin bei 37° 
Die Tabelle gibt die Stickstoffvolumina an, die von 1 ccm 


Lisung im van Slyke-Apparat bei 20°, 750 mm Hg entwickelt 
wurden, 


or 120" 240% 
1-Leucyl-glycyl- d - alanin 
etwa 0,10 mol. . . . 3,48 4,06 4,14 
d-Alanyl-l-leueyl-glycyl - d- 
alanin etwa 0,10 mol. 2,56 3,48 4,08 


2,43 cem = 1 Aquivalent N. 


Kinwirkung von n-NaOH auf Polypeptide bei 37°. 
Die Tabelle gibt die Kubikzentimeter n/5-NaOH an, die 


zur Neutralisation von 2 ccm Liésung gebraucht wurden (Formol- 
titration). 
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Polypeptide Q* 24% 48% 
1-Leucyl- glycyl-d-alanin 
0,14 mol . . “ae 1,50 cem 2,20 cem 2,40 cem 
eueesiaiiianinn, 1,15 cem 3,45 ccm 3,45 ecm 
0,125 mol. . .... am-+0,89° a= +0,39° a= -+0,39° 
Glycyl-1-leucyl- glyeyl-d- 1,10 ecem 1,95 cem 2,10 cem 
alanin 0,1 mol. a= —0,87° a= —0,35° a= —0,14° 
1,40 cem n/5-NaOH entspr. 1 Aquivalent Amino-N. 
1,25 ecm ” ” 1 ” ” 
1,05 ecm re 9 1 


” ? 


Folgende Tabelle zeigt zwei Spaltungsversuche, die sich iiber 
einen langeren Zeitraum erstreckten. Temperatur 37°. 
Volumina-Stickstoff nach van Slyke in 1 ccm Lésung bei 


20°, 750mm Hg. 
0 485 685 100" 140° 194% 
1-Leucyl-glycyl-d-alanin 
etwa 0,l mol. .. . 3,36 — — 610 6,66 6,60cem 


1-Alanyl-leucyl-glyeyl- d- 
alanin etwa 0,78 mol. 2,01 4,60 4,98 5,86 5,70 -—- 


2,43 com N,=1 Aquivalent N. 1,90 com N,=1 Aquivalent N. 


Verhalten von Polypeptiden bei p, 7,8 und 37°. 


Die Polypeptide wurden in Phosphatpufferlésung nach 
Sérensen aufgelést. Die Tabelle gibt die Volumina Stickstofi 
bei 20°, 750 mm Hg, die von 1 ccm Lésung entwickelt werden, an. 


Polypeptid oO 144" 2645 360" 
1-Leucyl-glycyl-d-alanin 
etwa 0,05 mol. . . . 1,34 1,38 1,60 1,60 cem 
1-Leucyl-diglycy] - om 
etwa 0,05 mol. . 1,15 LAT 1,42 1,44 
d-Alanyl-1l-leucyl-glyeyl- 
d-alanin etwa0,025mol. 0,61 0,80 0,87 1,00 
1 Aquivalent Amino-N = 1,21 cem Stickstoff. 
1 - » = 0,60 cem 


9 


Einwirkung von n-NaOH auf Chloracetyl-d,l-leucin 
bei 37° 


Das Chloracetyl-d,l-leucin wurde in n-NaOH geldést und 
im Brutraum bei 37° aufbewahrt. Folgende Tabelle zeigt die 
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verbrauchten Kubikzentimeter n/5-NaOH (Formoltitration) fiir 
10ccm Lésung. 


Q* 244 485 
Lésung etwa 0,03 mol. 0,00 1,35 1,40 cem 
1 Aquivalent Aminostickstoff = 1,46 ccm. 


Der Unterschied der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber 
dem Glycyl-leucin ist betrichtlich (vgl. hierzu S. 150). 


Kinwirkung einer konzentrierten wiBrigen Lésung 
von Ammoniak auf Diglycyl-glycin. 


Die Empfindlichkeit der Glycinketten gegen Alkali legte 
den Gedanken nahe, daB die schlechten Ausbeuten beim Ami- 
nieren glycinreicher Polypeptide nach der iiblichen Methode’) 
(Aufbewahren der stark ammoniakalischen Lésung im Brut- 
raum) zum Teil wenigstens auf einer Hydrolyse durch das 
Ammoniak beruhen kénnten. Folgender Versuch zeigt, daf 
tatsiichlich eine Aufspaltung durch Ammoniak stattfindet. 

0,1129 g Diglycyl-glycin wurden 5 Tage in konz. Ammoniak bei 
37° aufbewahrt. Dann wurde im Vakuum vorsichtig zur Trockene ver- 
dampft und im Riickstand der Aminostickstoff nach Sédrensen bestimmt. 


0‘1129 g verbrauchen 3,64 cem n/5-NaQH. 
Gef. 9,1°/, Aminostickstoff Ber. 7,4°/, Aminostickstoff. 


Kinwirkung von n-NaOH auf Diglycyl-glycin und 
d,l-c-Bromisocapronyl-diglycyl-glycin bei 37° 


Ks wurden Diglycyl-glycin und Bromisocapronyl-diglycyl- 
glycin in 0,027 mol. Lésung bei 37° in n-NaOH aufbewabrt. 
Der Alkaliverbrauch der Bromisocapronsiure war in Rechnung 
gesetzt. Es wurden je 2ccm der Lésung entnommen, um den 
Aminostickstoff nach Sérensen zu bestimmen. 


o 24 48" 123" 
a-Bromisocapronyl-digly- 
eyl-glycin. . . . . 0,00 0,91 1,04 1,20 eem 
Diglyeyl-glycin . . . 0,41 1,23 1,25 — 


1 Aquivalent Amino-N = 0,40 cem n/5-NaOH. 


——eeenee 





1) Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 89, S. 461 (1906). 
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Spaltung von Diglycyl-glycin durch n/2-KOH, n/2-NaOH, 
n/2-LiOH bei 20° 

Um den Einflu8 des Kations auf die Spaltungsgeschwindig- 
keit festzustellen, wurden 0,05 mol. Lésungen des Tripeptides 
in halbnormalen Alkalilaugen bei Zimmertemperatur aufbewalhit. 
Die Lésungen hatten gleiches p,. In je 3cem Liésung wurde 
der Aminostickstoff nach Sérensen bestimmt. Folgende Tabelle 
gibt die zu verschiedenen Zeiten verbrauchten Mengen n/5-NaOQH 
wieder. 


14° 381 68" 
n/2-LiOH ..... 1,12 1,47 2,50 
n/2-NaOH . ... . 1,10 1,54 2.54 
n/2-KOH .... . 1,08 1,50 2,60 


Ks findet also keine merkliche Beeinflussung der Reak- 
tionsgeschwindigkeit durch das Kation statt. 


Aufspaltung von Diglycyl-glycin durch Wasser. 
Um die Bestiandigkeit der Glycinpolypeptidketten gegen 
Wasser zu priifen, wurden 0,1 g Diglycyl-glycin in 0,75 ccm 
Wasser 5 Stunden auf 150° im Bombenrohr erhitzt. Dann 
wurde der Aminostickstoff nach Sérensen bestimmt. 0,1 ¢ 
verbrauchten 3,33 ccm n/5-NaOH. Aminostickstoff gefunden 
9,4 °/,, berechnet 7,4 °/,. 
Es war also Aufspaltung erfolgt. Ein Leerversuch mit 
Wasser unter denselben Bedingungen zeigte, daB das p,, des 
Wassers nicht merklich durch das Erhitzen im GlasgefaiB ver- 


indert wurde (p,, = 7,2). 


Versuch, die Spaltung von Diglycyl-glycin durch 
kolloides Kisenhydroxyd zu beschleunigen. 
Zimmertemp. 20°. 

Um festzustellen, ob die Spaltung von Diglycyl - glycin 
durch n-NaOH mittels frisch gefallten Kisenhydroxydes etwa 
durch Adsorptionskatalyse beschleunigt wird, wurde zur einen 
Halfte einer 0,125 mol. Lisung des Tripeptids in n-NaQH 
-soleches zugesetzt. Die andere Hialfte diente als Kontrolle. 
In je 1 ccm Lésung wurde der Aminostickstoff nach Sérensen 
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bestimmt. 0,62 ccm n/5-NaOH entsprechen 1 Aquivalent Amino- 
stickstoff. 


oe 5S 24 43" 
Lésung + Fe(OH) . . 0,60 0,95 1,50 1,65 
Kontrolle . .. . . 0,60 1,00 1,40 1,70 


Ks findet also keine merkliche Beeinflussung der Spal- 
tungsgeschwindigkeit durch kolloides Kisenhydroxyd statt. 


Feststellung des Verlaufs der Hydrolyse von Poly- 
peptiden durch n-Alkali. 


Um festzustellen, welchen Verlauf die Spaltung von Poly- 
peptiden mit n-Alkali nimmt, wurden die Hydrolysenfliissig- 
keiten, nachdem kein wesentlicher Zuwachs an Aminostickstoft 
mehr festzustellen war, zwecks I[solierung der Spaltprodukte 
mit Hilfe der Kupfersalze aufgearbeitet. 


Spaltung von l-Leucyl-glycyl-d-alanin. 

Die Hydrolysenfliissigkeit wurde gegen Lackmus mit n-HCl 
neutralisiert und im Vakuum bei 30—35° zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wurde in viel Wasser aufgenommen 
und mit frisch gefiilltem Kupferoxyd 3 Stunden auf dem Wasser- 
bad erhitzt, um die Spaltprodukte in die Kupfersalze iiber- 
zufiihren. Dann wurde abfiltriert und das Kupferoxyd mit 
viel heiBem Wasser ausgewaschen. Beim langsamen EKindampfen 
der Filtrate auf dem Wasserbad schieden sich blaBblaue Kry- 
stillchen ab, die sternférmig gruppiert waren. Die ersten 
Fraktionen wurden abgetrennt. Beim Erwiirmen der in n-Alkali 
gelisten Krystalle trat Zersetzung unter Abscheidung von CuO 
ein.') Im Filtrat war mit Kaliumferrocyanid kein Kupfer nach- 
zuweisen, Das bewies, da8 das Kupfersalz einer Aminosaure 
vorlag. Die Analyse stimmte auf Leucinkupfer. 

4,250 mg Substanz gaben 1,050 mg CuO. 

Ber. Cu 19,64 °/, Gef. Cu 19,74 °/). 


Die spiter abgeschiedenen Fraktionen zeigten infolge Bei- 
mengung von Leucyl-glycinkupfersalz einen héheren Kupfergehalt. 


) Vgl. hierzu P. A. Kober, Jl. of Biol. Chem. Bd. 10, 8. 9 (1911). 
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Nachdem ziemlich weitgehend eingedampft war, wurden die 
abgeschiedenen Krystalle abfiltriert. Das Filtrat wurde zur 
Trockne verdampft. Aus den abgeschiedenen Krystallen gelang 
es, durch mehrfaches Fraktionieren einen kleinen Teil abzu- 
scheiden, der gegen Alkali bestindig war und auf Leucyl- 
glycinkupfersalz stimmende Analysenwerte ergab. 

3,421 g Substanz gaben 0,991 mg CuO. 

Ber. Cu 23,74 °/, Gef. Cu 23,13 °/,. 

Das Filtrat wurde zur Trockne verdampft und mit abso- 
lutem Alkohol extrahiert. Der Alkoholauszug hinterlie8 beim 
Verdampfen einen tiefblauen hygroskopischen Lack, der im 
Vakuum bei 100° getrocknet wurde. Er erwies sich als be- 
stiindig gegen Alkali. 

5,267 mg Substanz gaben 1,632 mg CuO. 


Fiir 4 Mol Polypeptid 3 mol. Cu, H,O Ber. Cu 24,40°/, 
Gef. ,, 24,75 


Der Riickstand gab, mit n-NaOH gekocht, einen Nieder- 
schlag von CuQ. Der Kupfergehalt wurde durch Titration mit 
n/100- Thiosulfatlésung bestimmt. Der Gehalt an Natriun- 
chlorid wurde durch Titration mit n/10-AgNO, nach Volhard 
ermittelt. 

91,2 mg Riickstand verbrauchten 13,32 eem n/10-AgNQ3. 

116,52 mg Riickstand verbrauchten 7,155 cem Thiosulfat. 

Ber. fiir Alaninkupfer 26,50°/, Gef. Cu 26,77 °/,. 


Spaltung von Glycyl-l-leucyl-glycyl-d-alanin. 

Wie beim vorigen Versuch wurden die Spaltprodukte auch 
hier, nachdem kein gréSerer Zuwachs an Aminostickstoff mehr 
erfolgte, in die Kupfersalze verwandelt. Die blaue Lésung 
hinterlieB beim Verdampfen einen amorphen blauen Lack, der 
mit absolutem Alkohol extrahiert wurde. Der blaBblaue Riick- 
stand wurde beim Kochen mit n-NaOH unter Abscheidung 
von CuO zersetzt. Im Riickstand wurde der Gehalt an Cu 
jodometrisch, der Gehalt an Natriumchlorid gewichtsanalytisch 
bestimmt. 


54,435 mg Riickstand gaben 113,395 mg AgCl. 
81,927 mg " verbrauchten 4,730 cem n/100-Thiosulfat. 
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Daraus berechnet sich ein Kupfergehalt von 24,16 °/, Cu 
fir den kochsalzfreien Riickstand. 

Kin Gemisch Aquimolekularer Mengen von Leucinkupfersalz 
und Glycinkupfersalz oder Glycyl-leucinkupfersalz vom Cu- 
Gehalt 23,74°/, wirde das Ergebnis der Analyse wenig ver- 
indern. Da die genannten Verbindungen nicht in gréBerer 
Menge vorhanden waren, geht daraus hervor, daf beim Kochen 
des Riickstandes mit n-NaOH Kupferoxyd abgeschieden wurde, 
wihrend im Filtrat nur geringe Mengen Cu (von Polypeptid- 
kupfersalzen herriihrend) nachzuweisen waren. 

Der Alkoholauszug hinterlieB beim Verdampfen einen blauen 
hygroskopischen Lack, der im Vakuum bei 100° getrocknet wurde 
und dessen Analyse auf das Kupfersalz des Glycyl-d-alanins 
stimmte. 

12,737 mg Substanz gaben 3,830 mg CuO, 

Fiir 4 Mol Peptid 3 Mol Cu, H,O Ber. Cu 24,40 °/, 
Gef. ,, 24,02 
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Studien iiber das Verhalten von Polypeptiden und von 


Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem Alkali bzw, 
verdiinnter Saure. 


III. Mitteilung.}) 
Versuche mit aus Glycin aufgebauten Polypeptiden. 


Von 
Emil Abderhalden und Shigeo Suzuki. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1927.) 


Wir haben uns die Aufgabe gestellt, den EinfluB von ver- 
diinntem Alkali und von verdiinnter Siure auf die folgenden 








Fig. 1, 


drei ausschlieBlich Glykokoll als Baustein enthaltenden Poly- 
peptide festzustellen: Glycyl-glycin, Diglycyl-glycin und 
') Vgl. Mitteilung I—II in dieser Zeitschrift, Bd. 170, 8.134 u. 146 (1927). 














Alkali- und Saureeinwirkung auf Polypeptide usw. 159 


Triglycyl-glycin. Wir verwendeten einerseits n- und n/2- 
Natronlauge und andererseits n-Salzsiure. Wir lieBen sowohl 
das Alkali als die Saure bei Zimmertemperatur (z. T. in 
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Fig. 3. 


Hig, {—3 [etwa 17°}) und bei Brutraumtemperatur (8.2.7. in 
Fig. 1—8 [87°]) auf die Polypeptide einwirken. Die Ergebnisse 
unserer Versuche sind in den Figuren 1—3 zusammengestellt. 
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Auf der Abszisse ist die Zeit in Stunden angegeben, und auf 
der Ordinate sind die Prozente an Aminostickstoff eingetragen, 
die wihrend der Kinwirkung des Alkalis in Erscheinung traten. 
Was die Einwirkung der Salzsiure anbetrifit, so war diese 
sehr geringfiigig. 

n/2- und n-Alkali legten bis zu 100°/, der bei 
vollstindiger Hydrolyse zu erwartenden Aminostick- 
stoffmenge frei, und zwar erfolgte die Hydrolyse, wie 
zu erwarten war, bei 37° rascher als bei 17° Ferner 
vollzog sich die Spaltung beim Tetrapeptid rascher 
als beim Tripeptid und bei diesem rascher als beim 
Dipeptid. 




















Zur Kenntnis der Seitenkettenreaktionen des Himatins. 


Uber die Umwandlung von «-Hamatin in den Hamatoporphyrin- 
methylather und Morners Methode der Hamatingewinnung. 


Kurze Mitteilung. 
Yon 


0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat. 
Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1927.) 


In der Abhandlung: ,,Zur Kenntnis des «-Himatins, des pflanz- 
lichen Eisenporphyratins und ihrer Porphyrine“') habe ich in zahlreichen, 
gemeinsam mit Dr. E Mertens ausgefiihrten Versuchen zeigen kénnen, 
da das «-Hiimatin von Zeyneks schon durch 15 Min, langes Kochen 
mit 1°/, HCL enthaltendem Methylalkohol in beachtlichen Mengen, bei 
i stiindigem Kochen groBenteils, eine Umwandlung erfihrt, die wir durch 
eine Absiittigung mehrfacher Bindungen erklirt haben. Der so erhaltene 
ster ergab beim Enteisenen einen Porphyrinester, den wir gemiB seinen 
von uns beschriebenen Eigenschaften fiir einen Methyliither des Hiimato- 
porphyrin-Methylesters halten miissen. — 

Die Entdeckung dieser iiberraschenden Umwandlungsreaktion ver- 
sucht jetzt Hans Fischer, Miinchen, fiir sich in Anspruch zu nehmen, 
indem er behauptet, daB er bereits friiher den Verlauf der Reaktion an 
Hand der Einwirkung von ,,Schwefelsiure-Alkohol* auf Blutfarbstoff 
aufgekliirt habe.?) 

Wir haben uns vergeblich bemiiht, eine von H. Fischer ver- 
Offentlichte Abhandlung iiber obigen Gegenstand in unseren Fachzeit- 
schriften zu finden. H. Fischers Prioritiitsanspruch griindet sich dem- 
nach in der Tat lediglich auf folgende von ihm herriihrende Angaben 
bzw. Versuche, die keine Beweiskraft haben, 

Erste Angabe: In Bd. 150 dieser Zs. beschreiben H. Fischer 
und Mitarbeiter, da8 sie die schon vorher mit ammoniakalischem Al- 


*) Diese Zs. Bd. 166, S. 1 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 168, S.152 und 154/155. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXX, 11 
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kohol extrahierte Milz der Leiche des Haimatoporphyrie-Falles Petry 
mit schwefelsiiurehaltigem Alkohol') ausgezogen, den Auszug im Vakuun 
eingeengt (somit die Schwefelsiiurekonzentration erhéht, Verf) und dann 
bei der weiteren Verarbeitung (die nicht eindeutig beschrieben ist, s. unten) 
nicht das von ihnen gesuchte Koproporphyrin, sondern ein anderes Por- 
phyrin gefunden hiitten. Der Identifizierungsversuch des Porphyrins 
bzw. seiner Eisenverbindung schlug fehl. Er wird folgendermaBen bhe- 
schrieben: ,,Eine Probe iiber Himochromogen in Porphyrin itibergefiihrt 
ergab neben Kiimmerers Porphyrin deutlich ,,Koproporphyrin- Spek- 
trum“. Alle Versuche jedoch, nach Hydrolyse mit EKisessig—Bromwasser- 
stoff Koproporphyrin zu isolieren, schlugen fehl. Der unmittelbar fol- 
gende Aussprueh: ,,Offenbar ist durch die Behandlung mit Alkohol- 
Schwefelsiiure ein Teil des Himins in den Seitenketten in die Himato- 
porphyrinstruktur iibergegangen (vgl. die Verarbeitung der Leber)“, ist 
eine beiliiufig ausgesprochene Vermutung, fiir deren Richtigkeit 
Fischer dort keinerlei Beweis beigebracht hat. 
Zweite Angabe: 8. 72 derselben Abhandlung (der Versuch, auf 
den in der ersten Angabe hingewiesen wird): 
, Petryleber (Lindner). 


Bei den Vorversuchen hatte sich gezeigt, daB das aus frischem 
Blut mit 1°/,iger alkoholischer Schwefelsiure gewonnene Himatin bei 
der Behandlung mit Hydrazin-Eisessig-HCl nicht reines Kéammerer- 
porphyrin gibt, sondern es wurde ein Doppelspektrum erhalten. 

I. 634,6—629,5; II. 626,5—621,5. 
632,1 624,0 








Es war daher die alkoholische Schwefelsiure zur Extraktion der 
Organe nicht geeignet und wir muBten nach einem anderen Lésungs- 
mittel suchen.“ 

Beriicksichtigt man H. Fischers wiederholt zum Ausdruck ge- 
brachte geringachtende Haltung gegen sachgemi6 durchgefiihrte spek- 
trochemische Farbstoffuntersuchungen, so wirkt es geradezu verbliiffend, 
wenn man sieht, daB er hier die einmalige Beobachtung eines einzelnen 
Absorptionsstreifens (auf 624) als Beweis fiir die Anwesenheit von 
Nenckis Haimatoporphyrin hinstellt, um so mehr als H, Fischer selbst 
doch nach seiner Fiktion der Anwesenheit von Koproporphyrin in nor- 
malem Blutserum auch dieses hitte in Betracht ziehen miissen, das den 
betr. Absorptionsstreifen in etwa derselben Lage (623,5) zeigt. Es libt 
sich nun leicht nachweisen, daB bei solchen Versuchen (Aus 
zichen von Blut mit schwach schwefelsiurehaltigem Alkohol) im Gegen- 
satze zu H. Fischers Meinung keine irgendwie beachtlichen 
oder greifbaren Mengen der Eisenverbindung des Himato- 


') Die Siurekonzentration ist nicht angegeben. 
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porphyrin-Nencki entstehen, die von H. Fischer vermutete 
Absittigung der Seitenketten also nicht merklich eintritt! 
Man kann sogar Blut mit der 100fachen Menge 1°/, Schwefelsiure ent- 
haltenden Athylalkohols aufkochen, ohne daB die Absittigung von Seiten- 
ketten in der von H. Fischer vermuteten Weise eintritt; denn wenn 
man das Produkt kunstgerecht mit Hydrazin-Eisessig ent- 
eisent, erhalt man Himaterinsiiure, nicht etwa ein in ithe- 
rischer Lésung das Doppelspektrum gebendes Gemisch aus 
Himatoporphyrin-Nencki und Himaterinsiure.’) 

Die gréBere Widerstandsfihigkeit von Hiimatin gegen sehwefel- 
siiurehaltigen Athylalkohol, die erst von mir festgestellt und durch die 
damals mitgeteilten Versuchsprotokolle schon belegt worden war, hat 
sich in den neuen an frischem menschlichen Blut ausgefihrten Ver- 
suchen durchaus bestatigt. Im Gegensatz zu Hl. Fischers irrtiim- 
licher Meinung kann man bluthaltiges Material zur Gewinnung von 
Himatin unbedenklich mit 1°/, Schwefelsiure enthaltendem Alkohol 
ausziehen. Da man durch Einkochen bis zu starker Siurekonzen- 
tration das Himatin zersetzen wiirde, braucht kaum erwihnt zu werden. 

Dritte Angabe, Bd. 161, S. 31: ,,des Eisensalzes von Hiimato- 
porphyrin, das in der schon friiher beschriebenen Weise aus ,,Himin“ durch 
langes Erhitzen mit Methylalkohol Schwefelsiure erhalten worden war“. 

Ein Hinweis auf den Ort, an dem das Verfahren be- 
schrieben und das dabei erhaltene Reaktionsprodukt itiber- 
zeugend gekennzeichnet ist, fehlt. Es ist uns auch nicht ge- 
lungen, irgendwo die Beschreibung zu finden. Eine solch allgemein ge- 
haltene und durch keine Zahlen belegte Angabe ist natiirlich kein Be- 
weis dafiir, da8 das entstandene Produkt die Eisenverbindung des Hii- 
matoporphyrin- Nencki gewesen ist. — Ein Priorititsanspruch laBt 
sich auch auf diese Angabe nicht griinden. — 

DaB unter der Einwirkung heifen, ziemlich stark schwefelsiure- 
haltigen Alkohols am Himatin irgendeine eigenartige Verinde- 
rung erfolgen kann, ist iibrigens schon vor langen Jahren (1903) von 
W.Kiister gefunden. Die eigenartige Wirkung heifen salzsiiure- 
haltigen Methylalkohols hat sich mir schon vor lingerer Zeit als ernstes 
Hindernis erwiesen, als ich (1925) zur Abscheidung des hiimatinartigen 
Hefe-Porphyratins im groBen versuchsweise die Veresterung mit 
salzsiiurehaltigem Methylalkohol vornahm, bei der die analoge Veriinde- 
rung*) eintrat und zum Aufgeben des Verfahrens ndtigte. 


*) DaB bei obigem Vorgehen trotzdem ein sehr kleiner Teil ab- 
gesiittigt wird, ist durchaus méglich, steht aber nicht zur Diskussion, 
da dann kein Doppelspektrum zu erhalten ist! — 

*) Wir haben damals schon vermutet, daB eine Absittigung von 
Seitenketten eintrat, hielten es aber nicht fiir richtig, Vermutungen zu 
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Ich nehme demnach fir das hiesige Institut ausdriick- 
lich in Anspruch, zum ersten Male und unter Vorlegen eines 
reichlichen Zahlenmaterials einigermaSen Klarheit in die 
beim Kochen von e-Himatin mit schwach (1—8°,), stark und 
gesittigt salzsiurehaltigem Methyalkohol eintretenden Um- 
wandlungen gebracht und nachgewiesen zu haben, daS im 
Gegensatz zu dem nur trige einwirkenden, schwach (1°)) 
schwefelsiiurehaltigen Alkohol und Methylalkohol schon der 
1°), HCl enthaltende Methylalkohol in fast spezifischer Art, 
d.h. unverhadltnismaBig sehneller absittigend wirkt. Auch 
die beim Kochen mit salzsiurehaltigem Methylalkoho! 
gleichzeitig eintretende Bildung beachtlicher Mengen Por- 
phyrin aus «a-Haimatin ist vonuns zuerst mitgeteilt worden’ 

Wenn H. Fischer die Richtigkeit der von uns trotz der er- 
brachten starken Beweisgriinde mit aller Vorsicht gezogenen Schlub- 
folgerung jetzt hat bestiitigen kénnen, so ist das wiederum ein Beweis 
fiir die Zuverliissigkeit der yon mir ausgebauten Verfahren der spektro- 
chemischen Farbstoffanalyse. 


Belege. 


1. 1 cem frischen menschlichen Blutes wird mit einem Gemisch 
aus 2g 98°/,iger Schwefelsiiure und 200 cem 90°/,igem Athylalkohol 
gemischt, nach 7/, Stunde der braune Auszug abfiltriert und ein ‘Teil 
mit dem mehrfachen Vol. reinen Chloroforms gemischt, mit Wasser und 
iiberschiissiger Sodalésung geschiittelt, die Chloroformschicht abgetrennt, 
gewaschen und verdampft. Der Riickstand gibt in bydrazinhaltigem 
Pyridin gelést bei jeder Schichtdicke das Spektrum des reinen Pyridin- 
Himochromogens. Ein irgendwie erheblicher Gehalt an zersetztem Hi- 
matin hiitte sich durch Uneinheitlichkeit des Hauptstreifens I. auf 557',, 
bemerkbar gemacht. Dieser war bei jeder Konzentration vollkommen 
symmetrisch. Weitere Antecile obigen Auszugs werden nach der Ver- 


diinnung mit viel Chloroform gewaschen und verdampft. Die Priifung 


der Riickstiinde ergibt dasselbe wie oben. 

2. 1 ecm frischen menschlichen Blutes wird mit einem Gemisch 
aus 2 ¢ 98°/,iger Schwefelsiure und 200 cem Methylalkohol am Riick- 
flu8kiihier 5 Min. gekocht, die Fliissigkeit abgekiihlt und in der eben 
beschriebenen Weise tiber Chloroform zur Trockene gebracht und _ in 


hydrazinhaltigem Pyridin gepriift. Die Lésung gibt rein das echte 


Pyridin-Himochromogenspektrum. Der Hauptstreifen I. 557,3 ist voll 
kommen einheitlich und symmetrisch. 


beschreiben, fiir die noch kein geniigend umfangreiches und iiberzeugen- 
des experimentelles Material vorgelegt werden konnte. 
) Diese Zs. Bd. 166, §. 13, Zeile 4 und §. 14, Zeile 4, 10, 14. 
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3. Der Versuch wird wiederholt mit der Abiinderung, dab a) 5 Min., 
)) 15 Min. gekocht wird. Das Ergebnis bleibt dasselbe. Die Haupt- 
menge des durch 15 Min. langes Kochen mit dem schwefelsdurehaltigen 
Alkohol gewonnenen Produkts wird mit Hydrazin—Eisessig bei Zimmer- 
temperatur enteisent; das entstandene Porphyrin gibt in atherischer 
Lisung das reine Hiimaterinsiiurespektrum; es ist auch bei grober 
Schichtdicke keine Andentung des Himatoporphyrinstreifens auf 624 
zu sehen. 

4. Der unter 2. beschriebene Versuch wird wiederholt, mit der 
Abiinderung, daB ein Gemisch aus 2g 98°/,iger Schwefelsiiure und 
200 eem Athylalkohol (abs.) angewandt und 10 Min. gekocht wird. Das 
in der oben beschriebenen Weise abgeschiedene Produkt wird mit 
Hydrazin—Kisessig enteisent (auf 100 ecm Eisessig 5 cem Hydrazinhydrat), 
das entstandene Porphyrin abgeschieden und in Ather gebracht. Die 
Lisung zeigt das Himaterinsiiurespektrum, nicht dagegen den auf etwa 
624 zu erwartenden Himatoporphyrinstreifen: 

I. 632,5, symmetrisch, I], 575,8, III. 535,5, IV. ungefiihr 503,0. 
In 25°/,ige Salzsiiure gebracht, zeigt das Porphyrin das Spektrum: 

I. 602,38, III. 558,0. Ein Teil wurde geeisent und zeigte in hy- 
drazinhaltigem Pyridin das reine Hiimochromogenspektrum: 

I. 557,38, IL. 526,5. 

5. o-Hiimatin wird 1 Stunde mit einer reichlichen Menge 1°/, 
Schwefelsiiure enthaltenden Athylalkohols (abs.) am RiickfluBkiihler ge- 
kocht und in der oben angegebenen Weise abgeschieden. Eine in hy- 
drazinhaltigem Pyridin geléste Probe gibt das Hiimochromogenspektrum, 
Str. I. Max. 557,3 ist nahezu vollkommen symmetrisch, ein Nachschatten 
ist héchstens spurweise angedeutet. Die Hauptmenge wird mit Hydrazin-— 
Kisessig enteisent, das entstandene Porphyrin tiber Salzsiiure abgeschieden 
und mit Natriumacetat in Ather gebracht. Der gewaschene Ather gibt 
das reine Hiimaterinsiiurespektrum, Str. Il. symmetrisch, 632,6, IL. 575,7, 
IIT. 535,6, IV. ungefiihr 502,5, auch bei stirkerer Konzentration kein 
Streifen auf 624. In 25°/,iger Salzsiiure zeigt das Porphyrin ebenfalls 
das reine Hiimaterinsiiurespektrum: I. 602,4, UI. 557,8. Kin Teil wird 
geeisent und gibt dann das Himochromogenspektrum: I. symmetrisch, 
557,2, IL, 526,2. Eine Absittigung von Seitenketten kann also héchstens 
in unbedeutendem Umfange erfolgt sein. — Es ist demnach nicht zu 
verstehen, wie H. Fischer und Lindner beim ,,Ausziehen von Blut 
mit 1°), Sechwefelsiure enthaltendem Alkohol* eine so umfang- 
reiche Absiittigung von Seitenketten erzielt haben wollen, daB beim Ent- 
eisenen ein Porphyringemisch entstand, das in Ather das Doppelspektrum 
I. a) 632, I. b) 624 gab! Eine Zersetzung des Hiimatins tritt bei dem 
an Mérners Methode sich anlehnenden Verfahren in dem von H. 
Fischer angenommenen Umfange nicht ein. Das Gleiche gilt fir 
Mérners Himindarstellungsmethode. Das danach gewonnene 
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Himin, das nach W. Kisters Feststellungen teilweise verestert ist, 
gab in unseren Versuchen ein einheitliches Pyridinhimochromogen- 
spektrum (I. 557,5, II. 526,8) und beim Enteisenen mit Hydrazin-Lis. 
essig ein Porphyrin, dessen iitherische Lésung das Spektrum der Hi. 
materinsiiure I. 632,5, II. 575,5, III. 536,0, IV. ungefaéhr 503,0 und 
nicht etwa ein Doppelspektrum gab. Eine Absattigung von Seiten- 


ketten kann demnach auch hier héchstens in geringem Umfange er- 
folgt sein. — 
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Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


F. Wessely und M. John; St. Goldschmidt; F. Knoop und H. 
Oesterlin; G. Barkan (2); E. Abderhalden und P. Méller; E. 
Abderhalden und W. Képpel; C. Neuberg und E. Simon; A. 
Fodor und R. Schoenfeld; A. Fodor und Ch. Epstein; M. Frankel; 
G. Embden u. H. Habs; H. Habs; K. Felix u. H. Miller; J. Weber; 
N.Iwanoff; A. Gottschalk; M. Terada; J. Kapfhammer u. R. Eck; 
R. Schumm: P. Baumgarten; E.Waldschmidt-Leitz u. G. Kiinst- 
ner; E. Abderhalden und E. Schwab; W. Keil; W. Deutsch; A. 
Papendieck; K. Felix und A. Buchner; F. Wrede und O. Hetteke; 
T. Kamei; E. Abderhalden und H. Sickel; A. Kossel+ und W. 
Staudts W. Kiister und H. Képpel; W. Kiister und H. Bosch; F. 
Bettzieche und R. Menger (2); F. Bettziecbhe. 





Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann, der Chem. ==(Liebigs) Annalen der Chemie. 

Pfliigers Arch. == Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

Arch, (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. = Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und _ Bio- 

physik. 

Biochm. Jl. == The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. : == Biochemische Zeitschrift. 

Bull, Soe. chim, France. == Bulletin de laSociété chimique de France, 
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Lehrbuch der 
anorganischen Chemie 


fiir Studierende : 
an Universitéiten und technischen Hochschulen 


19., verbesserte Auflage 


1927. Oktav. XII, 493 8. Mit 77 Figuren und 1 Spektraltafel 
In Halbfranz geb. Rm. 20.— 

» Lausende von Studierenden haben sich nach diesem Buche zum 

Examen vorbereitet, seit es im Jahre 1900 zum erstenmal erschienen ist. 

Die Reichhaltigkeit des in geschickter Auswahl gebotenen Lehrstoffes 


und die tibrigen didaktischen Vorziige des zuverlissigen Buches machen 
eine besondere Empfehlung unnétig.“ Zeitschrift fiir angew. Chemie. 


»Was Buch gehért zweifellos nach wie vor zum Besten, was auf 
diesem Gebiete besteht.“ Schweizerische Chemiker-Zeitung. 


Lehrbuch der 
organischen Chemie 


fir Studierende 
an Universititen und technischen Hochschulen 


18., verbesserte Auflage 


1927. Oktav. X, 518 Seiten. Mit 74 Figurén. 
In Leinen geb. Rm. 20.— 


»lch wiiBte kein zweites Lehrbuch, das jedem Studierenden der 
Chemie so warm empfohlen werden kénnte wie das von Holleman.“ 
: Chemikerzeitung. 
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